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  [摘要] 目的 探讨炎症对成骨细胞环状RNA(circRNA)014222和活化T细胞核因子5(NFAT5)表达

的影响及其在骨生成中的作用。方法 利用脂多糖(LPS)刺激成骨细胞模拟体外炎症对骨组织的影响,通过

circRNA芯片检测、小干扰RNA(siRNA)干扰、RT-qPCR等实验,筛选和验证出炎症相关circRNA014222及

其相关miR-7212-3p、目的基因NFAT5,并研究其相互作用。结果 LPS刺激不会影响成骨细胞的增殖活性,
但明显抑制了碱性磷酸酶(ALP)表达及矿化。LPS刺激24

 

h后,成骨细胞circRNA014222表达明显降低,
miR-7212-3p和NFAT5表达明显升高,抑制miR-7212-3p表达,circRNA014222和NFAT5的相对表达水平明

显升高(P<0.05)。结论 在炎症状态下成骨细胞circRNA014222可能通过 miR-7212-3p影响NFAT5的表

达,进而在炎症性骨疾病中发挥一定作用。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

inflammation
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

circular
 

RNA014222
 

and
 

nuclear
 

factor
 

of
 

activated
 

T-cells
 

5
 

(NFAT5)
 

in
 

osteoblasts
 

and
 

its
 

role
 

in
 

bone
 

formation.Methods Os-
teoblasts

 

were
 

stimulated
 

with
 

lipopolysaccharide
 

(LPS)
 

to
 

simulate
 

the
 

effect
 

of
 

inflammation
 

on
 

bone
 

tissue
 

in
 

vitro.Through
 

experiments
 

such
 

as
 

circular
 

RNA
 

(circRNA)
 

microarray
 

detection,siRNA
 

interference,and
 

RT-qPCR,inflammation-related
 

circRNA014222
 

and
 

its
 

related
 

miRNA-7212-3p,as
 

well
 

as
 

the
 

target
 

gene
 

NFAT5,were
 

screened
 

and
 

verified,and
 

their
 

interactions
 

were
 

studied.Results LPS
 

stimulation
 

did
 

not
 

af-
fect

 

the
 

proliferative
 

activity
 

of
 

osteoblasts,but
 

significantly
 

inhibits
 

its
 

alkaline
 

phosphatase
 

(ALP)
 

expres-
sion

 

and
 

mineralization.After
 

24
 

h
 

of
 

LPS
 

stimulation,the
 

expression
 

of
 

circRNA014222
 

in
 

osteoblasts
 

was
 

significantly
 

decreased,while
 

the
 

expressions
 

of
 

miRNA-7212-3p
 

and
 

NFAT5
 

were
 

significantly
 

increased.In-
hibition

 

of
 

miRNA-7212-3p
 

expression
 

significantly
 

increased
 

the
 

expressions
 

of
 

circRNA014222
 

and
 

NFAT5.
Conclusion Osteoblasts

 

circRNA014222
 

might
 

regulate
 

the
 

expression
 

of
 

NFAT5
 

through
 

miRNA-7212-3p
 

in
 

the
 

inflammatory
 

state,which
 

might
 

play
 

a
 

role
 

in
 

inflammatory
 

bone
 

diseases.
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  种植体周围炎是引起种植修复失败的主要原因。
脂多糖(lipopolysaccharide,LPS)是一种慢性炎症刺

激因子,可以引起种植体周围炎,破坏种植体骨整合,
但其机制尚不清楚。环状 RNA

 

(circular
 

RNA,cir-
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cRNA)是一种新型的内源性非编码RNA分子,可以

通过与miRNA
 

结合调控靶基因发挥作用。本课题组

前 期 实 验 发 现,LPS 可 以 引 起 成 骨 细 胞 cir-
cRNA014222及其下游基因活化T细胞核因子5(nu-
clear

 

factor
 

of
 

activated
 

T-cells
 

5,NFAT5)表达异

常,有研究表明,NFAT5不仅是核因子κB受体活化

因子配体(receptor
 

activator
 

of
 

nuclear
 

factor
 

kappa-
B

 

ligand,RANKL)介导的破骨细胞分化的重要转录

因子,还可以抑制成骨细胞分化和骨形成[1-3]。因此

本研究通过细胞实验,利用LPS刺激成骨细胞模拟种

植体 周 围 炎 对 骨 组 织 的 影 响,探 讨 成 骨 细 胞cir-
cRNA014222对NFAT5表达的调控及其在骨炎性疾

病中的作用,为临床预防和治疗种植体周围炎提出新

的思路和方法。
1 材料与方法

1.1 材料

小鼠胚胎成骨细胞前体细胞 MC3T3-E1
 

Sub-
clone

 

14,购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
1.2 主要试剂与仪器

最 低 必 需 (α-minimum
 

essential
 

medium,α-
MEM)培养基(美国Gibco公司),10%胎牛血清(美
国Gibco公司),青霉素/链霉素(美国 Gibco公司),
0.02%EDTA(美国 Gibco公司),细胞计数板(美国

Thermo公司),LPS(美国E
 

coli,Sigma公司),细胞

计数试剂盒8(CCK-8,日本株式会社同仁化学研究

所),β-甘油磷酸钠(美国Sigma公司),抗坏血酸(中
国北京索莱宝科技有限公司),地塞米松(美国Sigma
公司),5-溴-4-氯-3-吲 哚 基 磷 酸 盐/四 唑 硝 基 蓝(5-
bromo-4-chloro-3-indolyl

 

phosphate/nitrotetrazolium
 

blue,BCIP/NBT)碱性磷酸酶显色试剂盒(中国上海

碧云天生物技术股份有限公司),茜素红染色剂(中国

上海碧云天生物技术股份有限公司),细胞计数仪(美
国Thermo公司),酶标仪(美国Thermo公司),低速

离心机(美国Beckman公司)。
1.3 方法

1.3.1 LPS对成骨细胞增殖和矿化的影响

MC3T3-E1细胞加入α-MEM 培养基中,同时加

入10%胎牛血清、100
 

U/mL青霉素和100
 

μg/mL链

霉素培养于CO2 培养箱中,每2~3
 

d换一次液。当

细胞 融 合 达 到 80% 时,用 含 有 0.02%EDTA 的

0.25%胰蛋白酶消化细胞,然后离心,弃上清液。使

用含有10%胎牛血清的DMEM 培养基制备细胞悬

液。用细胞计数板计数,并将细胞稀释至5×104/mL
的密度接种至96孔板(100

 

μL/孔)上,将细胞在培养

箱中培养24
 

h(37
 

℃,5%
 

CO2)。未用LPS处理的细

胞为空白对照组,用100
 

ng/mL、500
 

ng/mL、1
 

μg/
mL、2

 

μg/mL
 

LPS处理 MC3T3-E1细胞1、3、5、7
 

d
后,将CCK-8试剂加入96孔板中,在培养箱(37

 

℃,
5%

 

CO2)中孵育2
 

h,使用酶标仪检测波长为450
 

nm

的光密度。
将 MC3T3-E1细胞(2×104 个细胞/孔,48孔板)

培养在含有10%胎牛血清、100
 

U/mL青霉素和100
 

μg/mL链霉素、10
 

mmol/L
 

β-甘油磷酸钠、50
 

μg/mL
抗坏血酸和100

 

nmol/L地塞米松的α-MEM 培养基

中。MC3T3-E1细胞用含或不含有1
 

μg/mL
 

LPS的

成骨诱导培养基培养7、14、21、28
 

d,在此期间每3
 

d
更换一次培养基。在第7、14天进行碱性磷酸酶(al-
kaline

 

phosphatase,ALP)染 色;对 LPS 处 理 后 的

MC3T3-E1细胞中ALP的表达及矿化结节的形成进

行研究,以探讨LPS对 MC3T3-E1早期及晚期的成

骨分化能力的影响。分别在用完全培养基作为阴性

对照组、成骨诱导培养基作为阳性对照组和用成骨诱

导培养基配制的1
 

μg/mL的LPS培养MC3T3-E1细

胞7、14
 

d后,对 ALP的活性进行了评估。第21、28
天进行茜素红染色。本研究在分别用完全培养基作

为阴性对照组、成骨诱导培养基作为阳性对照组和用

成骨诱导培养基配置的1
 

μg/mL
 

LPS培养 MC3T3-
E1细胞21、28

 

d后,用茜素红染色来观察 MC3T3-E1
细胞的矿化水平。
1.3.2 LPS刺激下成骨细胞circRNA标本的制备、
筛选和验证

37
 

℃水浴预热培养基(α-MEM+10%胎牛血

清+双抗),从液氮中取出成骨细胞株 MC3T3-E1,将
细胞迅速放入37

 

℃水浴快速解冻,转入离心管中,
1

 

000
 

r/min离心5
 

min,弃上清液,加入3
 

mL培养基

重悬细 胞 后 转 入 T25培 养 瓶 中,轻 轻 晃 匀,置 于

37
 

℃,5%
 

CO2 培养箱中培养;第2天,用新鲜的培养

基给细胞换液后继续培养,当细胞融合度达到90%以

上时,将细胞传代至6孔板中,分为两组:对照组和

LPS组,每组3孔。加入1
 

μg/mL
 

LPS刺激24
 

h后,
加入Trizol试剂1

 

mL/孔裂解细胞,移至EP管中,送
生物公司做质量鉴定和 MC3T3-E1

 

细胞circRNA芯

片检测。
采用生物信息学技术,分析circRNA芯片检测数

据,对比LPS组与对照组中表达升高或降低的cir-
cRNA,将数据分为两大类,综合考虑变化倍数、基因

型、circRNA大小、microRNA结合位点、炎症和骨代

谢相关基因等条件筛选出18条circRNA,它们在

LPS刺激的 MC3T3-E1细胞中表达不同于正常细胞。
其中4条circRNA表达上调,14条circRNA表达下

调。随后进一步筛选出circRNA014222及其相关

miR-7212-3p和靶基因NFAT5。复苏 MC3T3-E1细

胞后,当细胞融合度达到90%以上时,将细胞传代至

T25培养瓶中,分2组:正常组和LPS刺激组,每组3
瓶。加入1

 

μg/mL
 

LPS刺激24
 

h后,采用 Trizol
 

1
 

mL/孔裂解细胞,移至 EP管中。Trizol法提取总

RNA,去 除 基 因 组 DNA,反 转 录 成 cDNA。采 用

Primer
 

Premier5.0软件设计筛选出的成骨细胞炎症
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相关性circRNA014222引物。根据 Takara公司的

RT-qPCR 试 剂 盒 操 作 步 骤 完 成 挑 选 出 的 cir-
cRNA014222的 RT-qPCR和 DNA 电泳验证,并将

RT-qPCR产物送生物公司测序。
1.3.3 LPS对成骨细胞MC3T3-E1中circRNA014222
及其相关miR-7212-3p和靶基因NFAT5表达的影响

MC3T3-E1细胞复苏后,当细胞融合度达到90%
以上时,将细胞传代至T25培养瓶中,分为两组:正常

组和LPS刺激组,每组3瓶。加入1
 

μg/mL
 

LPS刺

激24
 

h后,加入Trizol试剂1
 

mL/孔裂解细胞,移至

EP管中。Trizol法提取总RNA,去除基因组DNA,
反转录成cDNA。设计合成 NFAT5引物,正向:5'-
CAG

 

CCA
 

ACC
 

TCA
 

AGT
 

AAA
 

CCT-3';反向:3'-
GAA

 

GTG
 

ACA
 

TCA
 

TCT
 

CGC
 

TCC-5',扩增产物

长度119
 

bp。设计合成 miR-7212-3p上游引物TAA
 

CAC
 

ACA
 

CGT
 

CTC
 

CAG
 

GTC,三步法 RT-qPCR
检测circRNA014222、NFAT5和 miR-7212-3p表达

情况。
1.3.4 miR-7212-3p对NFAT5表达的影响

设计合成 miR-7212-3p
 

inhibitor,通过转染试剂

Lipofectamine
 

3000(美国赛默飞世尔公司)转入成骨

细胞。步骤如下:MC3T3-E1细胞复苏后,当细胞融

合度达到90%以上时,将细胞传代至6孔板中,分为

正常组和inhibitor组。培养48
 

h后,提取总RNA,
去除基因组 DNA,反转录成cDNA,RT-qPCR检测

circRNA014222和NFAT5的表达。
1.4 统计学处理

 

采用SPSS25.0统计软件对数据进行分析。计量

资料采用x±s表示,两组间比较采用t检验,多组间

比较采用单因素方差分析。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 LPS对成骨细胞增殖和矿化的影响

2.1.1 LPS对成骨细胞增殖的影响

本实验通过CCK-8检测LPS对细胞增殖活性的

影响。结果显示,用100
 

ng/mL、500
 

ng/mL、1
 

μg/
mL、2

 

μg/mL
 

LPS处理 MC3T3-E1细胞1、3、5、7
 

d
后,实验组的细胞存活率均超过95%,未检测到明显

的 MC3T3-E1细胞活性降低,见图1。
2.1.2 LPS对成骨细胞矿化的影响

对LPS处理后的 MC3T3-E1细胞 ALP的表达

及矿化结节的形成进行研究,分别在用完全培养基作

为阴性对照组、成骨诱导培养基作为阳性对照组和用

成骨诱导培养基配置的1
 

μg/mL
 

LPS培养 MC3T3-
E1细胞7、14

 

d后,对ALP的活性进行了检测,结果

显示,7
 

d和14
 

d后,LPS处理的ALP染色均比阴性

对照组深,比阳性对照组浅,表明1
 

μg/mL
 

LPS抑制

了 MC3T3-E1细胞ALP的表达,见图2A。
本研究通过茜素红染色来标记矿化结节的形成,

以评估LPS对于 MC3T3-E1细胞晚期成骨的影响。
结果显示在21

 

d和28
 

d后,LPS处理组的茜素红染

色颜色均比阴性对照组深、厚,且矿化结节形成更多,
矿物基质沉积的积累增加;比阳性对照组浅、薄,且矿

化结节形成更少,矿物基质沉积的积累减少。以上结

果表明,1
 

μg/mL
 

LPS抑制 MC3T3-E1细胞的矿化,
见图2B。

  0
 

ng/mL
 

LPS:空白对照组,未加入 LPS的正常 MC3T3-E1细

胞;a:P<0.05,与空白对照组比较。

图1  LPS对成骨细胞增殖的影响

2.2 LPS刺激下成骨细胞circRNA标本的制备、筛

选和验证

采用生物信息学技术,分析circRNA芯片检测数

据,对比LPS组与对照组中表达升高或降低的cir-
cRNA,将数据分为两大类,综合考虑变化倍数、基因

型、circRNA大小、microRNA结合位点、炎症和骨代

谢相关基因等条件筛选出18条circRNA,它们在

LPS刺激的 MC3T3-E1细胞中表达不同于正常细胞。
其中4条circRNA表达上调,14条circRNA表达下

调。为了验证circRNA芯片的结果,本研究对其表达

变化 进 行 RT-qPCR 分 析。DNA 电 泳 证 实 了cir-
cRNA014222在 MC3T3-E1细胞中的表达,测序结果

显示,在LPS刺激下,成骨细胞circRNA014222的表

达明显降低,见图3。miRDB
 

(http://mirdb.org/
miRDB/index.html)和TargetScan/TargetScanS(ht-
tp://www.targetscan.org/)软件预测 miR-7212-3p
与circRNA014222及NFAT5的表达相关,见图4。
2.3 LPS对成骨细胞MC3T3-E1

 

circRNA014222及

其相关miR-7212-3p和靶基因NFAT5表达的影响

RT-qPCR 结 果 显 示,1
 

μg/mL
 

LPS 刺 激

MC3T3-E1
 

24
 

h后,与对照组比较,circRNA014222
表达水平明显降低,miR-7212-3p和 NFAT5相对表

达水平明显升高,差异有统计学意义(P<0.05),见
图5。
2.4 miR-7212-3p对circRNA014222和 NFAT5表

达的影响

设计合成 miR-7212-3p的inhibitor,检测 miR-
7212-3p 对 MC3T3-E1 细 胞 circRNA014222 和

NFAT5相对表达水平的影响。RT-qPCR结果显示,
与 正 常 组 相 比,inhibitor 组 circRNA014222 和

NFAT5相对表达水平明显升高(P<0.05),见图6。
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  A:ALP染色结果图;B:茜素红染色结果图。PM:阴性对照组,完全培养基培养的 MC3T3-E1细胞;OM:阳性对照组,成骨诱导培养基培养的

MC3T3-E1细胞;OM+LPS:实验组,成骨诱导培养基培养的 MC3T3-E1细胞中加入1
 

μg/mL
 

LPS处理。

图2  LPS对 MC3T3-E1成骨矿化作用的影响

  A:热图;B:DNA电泳测序。

图3  LPS刺激下 MC3T3-E1的circRNA014222表达
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  A:circRNA014222和miR-7212-3p结合位点预测;B:miR-7212-3p与NFAT5结合位点预测。

图4  结合位点预测

  a:P<0.05,与对照组比较。

图5  LPS对circRNA014222、NFAT5和 miR-7212-3p表达水平的影响
 

  a:P<0.05,与正常组比较。

图6  抑制 miR-7212-3p表达后circRNA014222、
相对NFAT5的表达水平

3 讨  论

  circRNA是近年来被发现的一种特殊的新型内

源性非编码 RNA,与传统的线型 RNA 不 同,cir-
cRNA分子呈封闭环状结构,不受RNA外切酶影响,
表达更稳定,不易降解。circRNA由特殊的选择性剪

切产生,大量存在于真核细胞的细胞质中,具有一定

的组 织、时 间 和 疾 病 特 异 性。circRNA 分 子 富 含

miRNA的结合位点,它可以作为 miRNA的海绵,并
调节靶基因的表达[4-6]。更重要的是,circRNA在细

胞质中含量丰富、保守且稳定,在许多疾病中或能作

为靶向治疗的新靶点,如动脉粥样硬化、神经系统疾

病、朊病毒疾病和癌症[7-9]。牙种植体已被广泛用于

282 重庆医学2026年第55卷第2期 Chongqing
 

Med
 

J,2026,Vol.55,No.2



牙列的修复和重建,但种植体周围炎是引起种植失败

的主要原因之一,导致种植体松动、脱落,目前这种疾

病的机制仍然未知[10]。miRNA的异常表达是骨质

疏松和其他骨相关疾病的重要病理因素。研究表明,
在骨细胞的分化过程中,每一个相关 miRNA都会对

其生物学转导产生显著的影响,使得 miRNA的功能

异常可能导致骨疾病的发生。因此本课题组推测通

过与疾病关联的 miRNA相互作用,circRNA可能在

骨疾病中发挥着重要的调控作用,为种植体周围炎的

预防和治疗提供新的思路[11]。本研究采用阵列分析

检查了LPS刺激的 MC3T3-E1细胞中circRNA的表

达谱,发 现 circRNA014222 表 达 明 显 降 低 (P <
0.05)。根 据 circBase数 据 库,circRNA014222 是

mm9_circ_014222(http://www.circbase.org)的别

名。
 

circRNA014222源自外显子,由chr17:65592290-
65595054生成,其相关基因符号为Vapa。研究显示,
circRNA主要由外显子组成,外显子主要存在于细胞

质中,可能具有 miRNA 反应元件[4-7,12]。HANSEN
等[13]发现了一种circRNA,也称为CDR1as,其含有

60多个常规 miR-7结合位点,具有 miR-7抑制剂的

功能。本研究采用 TargetScan和 miRDB软件预测

circRNA014222内 miR-7212-3p的结合位点及相关

基因 NFAT5。阵列分析结果表明,circRNA014222
有两个miRNA结合位点。

选择circRNA014222进行这项研究的原因是,根
据miRDB和 TargetScanS的生物信息学分析结果,
它的亲本基因是 NFAT5。研究表明,NFAT是一类

具有多向调节功能的转录因子,在免疫反应中对诱导

基因转录起重要作用[14]。这类蛋白质还可以在多种

免疫细胞上表达,如B淋巴细胞、肥大细胞、嗜酸性粒

细胞等,其活性受到Ca2+依赖的钙调神经磷酸酶的调

节,在机体免疫应答中诱导细胞因子及其他基因的转

录[15-16]。多项研究表明,炎症性肠病、骨质疏松、骨关

节炎、心肌炎等多种急慢性疾病的发生都与 NFAT
 

的活化相关,因而日益受到重视[1,17-18]。LEE等[19]认

为NFAT不仅是RANKL介导的破骨细胞分化的重

要转录因子,降低成骨细胞 MC3T3-E1
 

NFATc1和

NFATc3的表达,还可以促进高浓度 Ca2+ 介导的

RANKL的表达,钙调神经磷酸酶/NFAT信号传导

通路在其中可能发挥重要作用。ZANOTTI等[3]研

究发现,激活NFAT2可以抑制成骨细胞功能和骨形

成,导致骨质减少。CHOO等[20]体内外研究表明,抑
制NFAT信号通路可以促进成骨细胞分化和骨形

成,激活NFATc1可以抑制ALP的活性,以及成骨细

胞分化早期及晚期的标志物 Osterix(一种成骨相关

转录因子)和骨钙素的基因表达。但是,关于NFAT5
对成骨细胞功能的影响及调控机制还不清楚。种植

体周围炎的特征是破骨细胞活性增加及成骨细胞和

破骨细胞之间平衡的改变导致骨吸收增加[21-23]。研

究表明,NFAT不仅是RANKL介导的破骨细胞分化

的重要转录因子,还可以抑制成骨细胞分化和骨形

成[1,24-25]。本研究结果显示,在炎症环境下,成骨细胞

增殖没有明显改变,但矿化受到明显抑制,同时LPS
刺激可以引起 NFAT5相对表达水平明显升高。因

此,炎症刺激可能通过改变NFAT5表达,对成骨细胞

和破骨细胞之间的相互作用产生影响,从而抑制了成

骨细胞矿化。
本研究发现,LPS刺激可以引起 MC3T3-E1细胞

中circRNA014222相对表达水平明显降低,而 miR-
7212-3p相对表达水平明显升高。此外,抑制 miR-
7212-3p的表达则使circRNA014222和NFAT5相对

表 达 水 平 升 高,说 明 MC3T3-E1 细 胞 中 cir-
cRNA014222对miR-7212-3p的表达产生抑制作用。
成熟的 miRNA 可以通过靶向调控机制,即通过与

mRNA的3'UTR互补配对抑制目的基因的转录和

翻译。本研究预测了 miR-7212-3p与 NFAT5的3'
UTR互补配对结合位点,研究结果也表明抑制 miR-
7212-3p表达可以引起 NFAT5表达明显升高,猜测

miR-7212-3p对NFAT5产生抑制作用。
综上所述,在炎症刺激下 MC3T3-E1细胞cir-

cRNA014222 可 以 通 过 miRNA-7212-3p 来 调 节

NFAT5 的 表 达,从 而 影 响 骨 改 建。关 于 cir-
cRNA014222是否可以用作骨炎性疾病的潜在靶标

还需要进一步研究。
利益冲突:所有作者声明不存在利益冲突
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