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摘要　 目的　 研究长链非编码 ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）ＨＡＧＬＲ 对胫

骨骨折（ＴＦ）小鼠的 ＮＯＤ 样受体蛋白 ３（ＮＬＲＰ３）炎症小体表

达和骨折愈合的影响并探讨机制。 方法　 体外对成骨细胞

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 沉默 ＨＡＧＬＲ，ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞活力，ＴＵＮＥＬ 法

检测细胞凋亡，ｑＰＣＲ 法检测骨碱性磷酸酶（ＢＡＬＰ）和骨钙素

的表达。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＲＵＮＸ２、磷酸化 ＲＵＮＸ２ （ ｐ⁃
ＲＵＮＸ２）以及 ＮＬＲＰ３、半胱天冬酶 １（Ｃａｓｐａｓｅ１）、凋亡相关斑

点样蛋白（ＡＳＣ）、白细胞介素⁃１β（ＩＬ⁃１β）的表达。 通过小鼠

ＴＦ 手术建立 ＴＦ 小鼠模型，在模型小鼠体内过表达 ＨＡＧＬＲ，
并在过表达 ＨＡＧＬＲ 的基础上沉默 ＲＵＮＸ２ 或加入炎症小体

抑制剂 ＭＣＣ９５０。 ｑＰＣＲ 法检测 ＨＡＧＬＲ 和 ＲＵＮＸ２ 的表达，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测胰岛素样生长因子⁃１ （ ＩＧＦ⁃１） 的表达。
ｍｉｃｒｏＣＴ 测量小鼠骨痂体积（ＭＢＶ），称量小鼠的全长胫骨湿

重。 结果　 沉默 ＨＡＧＬＲ 导致 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞活力降低且凋

亡率增加（Ｐ ＜ ０. ０５），且 ＲＵＮＸ２、ｐ⁃ＲＵＮＸ２、ＢＡＬＰ 和骨钙素

表达量均降低（Ｐ ＜ ０. ０５），ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＡＳＣ、ＩＬ⁃１β 的表

达量都增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与健康组织比较，ＴＦ 小鼠体内 ＨＡ⁃
ＧＬＲ 和 ＲＵＮＸ２ 表达量降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 过表达 ＨＡＧＬＲ 促

进 ＴＦ 小鼠体内的 ＨＡＧＬＲ 和 ＲＵＮＸ２ 表达，并增加 ＭＢＶ 和

全长胫骨湿重以及 ＩＧＦ⁃１ 的表达量（Ｐ ＜ ０. ０５）。 在过表达

ＨＡＧＬＲ 的基础上沉默 ＲＵＮＸ２ 导致 ＴＦ 小鼠的 ＭＢＶ、全长胫

骨湿重和 ＩＧＦ⁃１ 表达量都降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 而在过表达 ＨＡ⁃
ＧＬＲ 的基础上加入 ＮＬＲＰ３ 炎症小体抑制剂 ＭＣＣ９５０ 导致

ＭＢＶ、全长胫骨湿重和 ＩＧＦ⁃１ 表达又增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论

　 ＬｎｃＲＮＡ ＨＡＧＬＲ 通过激活 ＲＵＮＸ２ 并抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小

体促进 ＴＦ 的愈合。
关键词　 胫骨骨折；同源框 Ｄ 基因簇反义生长相关的长非

编码 ＲＮＡ；Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２；ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域

相关蛋白 ３；炎症小体
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　 　 骨折愈合是一个复杂且漫长的过程，多种生长

因子和细胞炎症因子参与骨折的愈合过程，负责调

节细胞活化和成骨细胞增殖［１ － ３］。 研究［４］ 发现，
ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相关蛋白 ３（ＮＯＤ⁃ｌｉｋｅ ｒｅ⁃
ｃｅｐｔｏｒ ｐｙｒｉｎ ｄｏｍａｉｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＮＲＬＰ３）炎症

小体不仅能激活炎症反应而且还参与了骨质疏松进

展的调控，在延迟骨折愈合的过程中扮演重要角色。
然而，其上下游的调控机制并不清楚。 长非编码

ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ） 是一类大于

２００ 个核苷酸的非编码转录本家族［５］，通过调节

Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２（ｒｕｎｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
２，ＲＵＮＸ２） 和炎症小体密切参与骨折愈合的调

控［６ － ８］。 同源框 Ｄ 基因簇反义生长相关的长非编

码 ＲＮＡ（ｈｏｍｅｏｂｏｘ Ｄ ｇｅｎｅ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｇｒｏｗｔｈ⁃ａｓ⁃
ｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｏｎｇ ｎｏｎｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ＨＡＧＬＲ）是一种关键的

ＬｎｃＲＮＡ［９ － １１］。 已知 ＨＡＧＬＲ 在股骨颈骨折中表达

降低［１２］，但对胫骨骨折（ｔｉｂｉａｌ ｆｒａｃｔｕｒｅ，ＴＦ）的调控作

用仍不清楚。 该研究拟建立 ＴＦ 模型，探讨 ＨＡＧＬＲ
对骨折的愈合作用和机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 主要试剂　 小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 购于

武汉普诺赛生命科技有限公司。 ＤＭＥＭ 培养基购

于美国 ＧＩＢＣＯ 公司；胎牛血清购于美国 Ｍｅｒｃｋ Ｍｉｌｌｉ⁃
ｐｏｒｅ 公司；沉默 ＨＡＧＬＲ 的阴性对照（ ｓｉ⁃ＮＣ）、沉默

ＨＡＧＬＲ 的小干 扰 ＲＮＡ 载 体 （ ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ）、 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １ 空载体（ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ）、ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＨＡＧＬＲ 过

表达载体（ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ）、短发夹 ＲＮＡ 载体阴性

对照（ｓｈ⁃ＮＣ）、沉默 ＲＵＮＸ２ 的短发夹 ＲＮＡ 载体（ｓｈ⁃
ＲＵＮＸ２）构建于上海吉玛制药技术有限公司；ＮＬ⁃
ＲＰ３ 炎症小体抑制剂 ＭＣＣ９５０ 购于美国 ＭＣＥ 公司；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒、ＴＵＮＥＬ 染色试剂盒、ＲＩＰＡ 裂

解缓冲液购于上海碧云天生物技术有限公司；ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 试剂购于美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；
ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔ 和 ｃＤＮＡ 合成试剂盒购于天根生化科技

（北京）有限公司；Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｆａｓｔ ｑＰＣＲ
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Ｍｉｘ Ｋｉｔ 购于美国 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司；ＧＡＰＤＨ 购于美国

Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；ＨＲＰ 标记的亲和山

羊抗兔鼠 ＩｇＧ（Ｈ ＋ Ｌ） 二抗购于美国 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔｅｃｈ
Ｇｒｏｕｐ 公司；ＰＶＤＦ 购于上海碧云天生物技术有限公

司；ＲＵＮＸ２ 一抗、 ｐ⁃ＲＵＮＸ２ 一抗、胰岛素样生长因

子⁃１（ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃１，ＩＧＦ⁃１）一抗购于美

国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、
ＡＳＣ、白细胞介素⁃１β（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃１β，ＩＬ⁃１β）的一抗

购于北京生工生物工程有限公司。
１． １． ２　 实验动物　 １００ 只成年雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，
１０ 周龄，体质量（３１. ２５ ± １. ６６） ｇ，购于海南药物研

究所有限责任公司（许可证号：ＳＣＸＫ２０２０⁃０００７）。
所有小鼠均在受控温度（２１ ～ ２３ °Ｃ）下喂养，１２ ｈ ／
１２ ｈ 光 ／暗周期模拟白天 ／夜晚变化，并自由获取食

物和水。 本研究中使用的所有动物都按照机构动物

护理指南接受了人道护理。 所有手术和实验程序均

通过海南医学院第一附属医院伦理委员会批准。
１． ２　 方法

１． ２． １ 　 动物分组与建模 　 ＴＦ 小鼠建模方法按文

献［１３］提供的方法，用 １％ 戊巴比妥钠按 １ ｍｌ ／ ｋｇ 腹

腔注射麻醉小鼠后，备皮、消毒小鼠右下肢，在小鼠

右侧膝关节下切开约 ０. ５ ｃｍ 纵行切口，由膑腱处插

入 ２２ Ｇ ／ ０. ４１ ｍｍ 髓内固定针，于胫骨中上 １ ／ ３ 处

分离肌肉及筋膜，使用锯片锯断胫骨骨干后立即使

用 ０. ９％生理盐水冲洗胫骨表面，再将髓内固定针

完全插入并对合。 逐层缝合切口，制成 ＴＦ 模型小

鼠。 将 ２０ 只小鼠按随机数表法分为健康组（Ｎｏｒｍａｌ
组，正常饲养，ｎ ＝ １０）和 ＴＦ 组（ｎ ＝ １０）。 另，将 ８０
只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠在 ＴＦ 术后 １０ ｄ，随机分为 ８
组进行治疗：ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组［ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ 以 ２０
μｇ ／ （ｋｇ· ｄ） 静脉注射］； ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组

［ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ 以 ２０ μｇ ／ （ｋｇ· ｄ）静脉注射］；ｓｈ⁃
ＮＣ ＋ ＴＦ 组［ ｓｈ⁃ＮＣ 以 ２０ μｇ ／ （ ｋｇ· ｄ）静脉注射］；
ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ ＋ ＴＦ 组［ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ 以 ２０ μｇ ／ （ｋｇ· ｄ）静
脉注射］；ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组［ｓｈ⁃ＮＣ 以

２０ μｇ ／ （ ｋｇ· ｄ） 静脉注射， ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ 以 ２０
μｇ ／ （ｋｇ· ｄ）静脉注射］；ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡ⁃
ＧＬＲ ＋ ＴＦ 组［ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ 以 ２０ μｇ ／ （ｋｇ· ｄ）静脉注

射，ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ 以 ２０ μｇ ／ （ｋｇ· ｄ）静脉注射］；
ｓａｌｉｎｅ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组［联合注射，其中 ｓａ⁃
ｌｉｎｅ 以 １００ μｌ ／ （ ｋｇ· ｄ）静脉注射，ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ
以 ２０ μｇ ／ （ ｋｇ· ｄ）静脉注射］；ＭＣＣ９５０ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃
ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组［联合注射：ＭＣＣ９５０ 以 ２０ ｍｇ １００
μｌ ／ （ｋｇ· ｄ） 静脉注射，ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ 以 ２０ μｇ ／

（ｋｇ· ｄ）静脉注射］。 每组 １０ 只小鼠，连续注射 ４
周后分离全长胫骨并称湿重。 随后将各组小鼠的胫

骨组织保存于 － ８０ ℃冰箱中。
１． ２． ２　 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞培养　 使用含 １０％ 胎牛血

清和 １％青 －链霉素的 ＤＭＥＭ 培养基在 ３７ ℃下，含
９５％空气和 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细

胞。 细胞每 ２ ｄ 换液一次，取处于对数生长期的细

胞用于后续实验。
１． ２． ３　 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞转染 ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ　 采用 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 将 １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｓｉ⁃ＮＣ 或 ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ 转

染入 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中。 ２４ ｈ 后收集细胞用于

ｑＰＣＲ 检测。
１． ２． ４ 　 ｑＰＣＲ 检 测 ＨＡＧＬＲ、 ＢＡＬＰ、 骨 钙 素 和

ＲＵＮＸ２ 的表达　 收集 ｓｉ⁃ＮＣ 组和 ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ 组细胞

用于检测 ＨＡＧＬＲ、骨碱性磷酸酶 （ ｂｏｎｅ ａｌｋａｌｉｎｅ
ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＢＡＬＰ）、骨钙素的表达。 收集 Ｎｏｒｍａｌ
组、ＴＦ 组、ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组、ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ
组、ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ＴＦ 组、ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ ＋ ＴＦ 组、ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ｐｃＤ⁃
ＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组、ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋
ＴＦ 组骨组织（用于检测 ＨＡＧＬＲ 和 ＲＵＮＸ２ 的表达，
骨组织研磨后浸入液氮粉化）。 使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取

待测组织或细胞的总 ＲＮＡ。 用 ＤＮａｓｅ Ｉ 处理 １ μｇ
总 ＲＮＡ，进行逆转录。 并根据制造商的说明，使用

ＳＹＢＲ® Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 进行 ｑＰＣＲ 分析。 ｑＰＣＲ 引物序

列见表 １。 在 ９６ 孔光学反应板中进行 ４０ 个循环进

行扩增，１ 个循环中 ９４ °Ｃ 变性 ５ ｓ，６３ °Ｃ 退火 ３０ ｓ，
７２ °Ｃ 延伸 ６０ ｓ。 以 ＧＡＰＤＨ 作内参基因，２ － ΔΔＣｔ法

计算分析目的基因的表达水平。

表 １　 ｑＰＣＲ 引物序列

基因 引物序列（５′⁃３′）
ＨＡＧＬＲ Ｆ：ＴＣＴＧＡＡＡＧＡＡＧＧＡＣＣＡＡＡＧＴＡＡ

Ｒ：ＡＴＴＣＡＡＧＧＧＡＣＡＧＴＣＡＣＡＧＧ
ＢＡＬＰ Ｆ：ＴＴＡＧＴＣＣＧＧＴＴＴＡＧＡＡＡＧＧＴ

Ｒ：ＴＴＧＧＡＡＧＴＡＡＡＧＣＣＣＣＴＧＧＡ
ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ Ｆ：ＧＴＧＴＧＧＴＧＴＡＴＧＴＧＧＴＣＣ

Ｒ：ＣＣＣＣＴＴＡＧＡＧＡＧＧＴＧＴＧ
ＲＵＮＸ２ Ｆ：ＴＣＧＡＡＡＧＣＡＴＧＡＡＧＧＡＣＡＡＣＧ

Ｒ：ＡＧＣＡＣＴＣＡＧＴＣＡＡＣＧＴＣＴＣＡＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＡＧＴＡＴＧＴＧＡＴＴＴＡＴＧＧＴＡＡＧ

Ｒ：ＡＧＡＴＧＴＡＧＴＡＴＴＡＧＴＡＧＴＡＴＴ

１． ２． ５　 ＣＣＫ⁃８ 检测 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的增殖 　 根据

生产商提供的说明，将转染 ｓｉ⁃ＮＣ 或 ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ 的

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞接种至 ９６ 孔板中，培养 ２４、４８、７２、
９６ ｈ 后去除培养液，在避光下向每孔加入 １００ μｌ 含
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１０％ ＣＣＫ⁃８ 溶液的 ＤＭＥＭ 完全培养液，３７ ℃孵育 ４
ｈ 后终止培养，室温下置于摇床振荡 ５ ｍｉｎ。 在酶标

仪上测定 ４５０ ｎｍ 处吸光度值。 实验重复 ３ 次。
１． ２． ６　 ＴＵＮＥＬ 检测 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的凋亡　 根据

生产商提供的说明，于细胞爬片上培养 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
细胞并转染 ｓｉ⁃ＮＣ 或 ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ，培养 ２４ ｈ 后去除培

养液，在避光下向每孔加入 ５０ μｌ ＴＵＮＥＬ 试剂盒工

作液，并继续孵育 １２ ｈ。 ＤＡＰＩ 核染 １５ ｍｉｎ 后加入

抗荧光淬灭液封片，荧光显微镜上观察拍照。 细胞

凋亡率 ＝ ＴＵＮＥＬ 阳性细胞 ／总细胞 × １００％ 。
１． ２． ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＵＮＸ２ 和 ＮＬＲＰ３ 炎症小

体相关蛋白的表达　 收集各组细胞和各组小鼠股骨

组织，将组织匀浆后，在冰上于 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液中

裂解细胞和组织。 ＢＣＡ 法测定细胞与组织中的蛋

白浓度。 取 ５０ μｇ 蛋白样品，ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶进行

分离。 随后，转移蛋白到 ＰＶＤＦ 上。 将 ＰＶＤＦ 膜用

５％脱脂奶粉封闭后，加入 ＲＵＮＸ２ 和 ｐ⁃ＲＵＮＸ２、ＮＬ⁃
ＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＡＳＣ、ＩＬ⁃１β、ＩＧＦ⁃１ 一抗，并在在 ４ ℃
下孵育过夜。 次日，加入 ＨＲＰ 标记二抗在室温下孵

育 ２ ｈ。 随后用增强的化学发光试剂显色，并使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行分析。
１． ２． ８ 　 微计算机断层扫描（ｍｉｃｒｏ⁃ｃｏｍｐｕｔｅｄ ｔｏｍｏ⁃
ｇｒａｐｈｙ，ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ）测量小鼠骨痂骨体积（ｍｏｕｓｅ ｂｏｎｅ
ｖｏｌｕｍｅ，ＭＢＶ） 　 近端干骺端区域内的骨形态测量使

用 ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 对胫骨进行量化。 在背腹方向扫描 ２５０
个切片（厚度 １３ μｍ）。 使用三角测量算法进行骨

骼的三维重建。 测量小鼠骨痂骨尺寸，并生成 ＭＢＶ
值。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统计软件进行

数据分析。 数据采用 �ｘ ± ｓ 表示，ｔ 检验分析两组的

差异，使用单因素方差分析多组间差异，组间两两比

较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验分。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意

义。

２　 结果

２． １　 ＴＦ 小鼠骨折组织中 ＨＡＧＬＲ 的表达　 图 １Ａ
为 ＴＦ 后不同周的 ＴＦ 小鼠的 Ｘ 光片。 在第 １ 周和

第 ２ 周无骨愈合特征，第 ４ 周出现了骨愈合组织和

骨折形态，这表明 ＴＦ 模型小鼠造模成功。 ｑＰＣＲ 法

检测结果显示：与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较，ＨＡＧＬＲ 在 ＴＦ 组

小鼠骨组织中表达下调［（７. ０５ ± １. ２１） ｖｓ （２. ６１ ±
０. ４９），ｔ ＝ ８. ６６２，Ｐ ＝ ０. ０３１］，差异有统计学意义，见

图 １Ｂ。

图 １　 ＴＦ 模型观察及骨折组织中 ＨＡＧＬＲ 的表达

　 　 Ａ：ＴＦ 小鼠第 １、２、４ 周代表性 Ｘ 光片，箭头指示骨折部位；Ｂ：

ｑＰＣＲ 法检测小鼠骨折组织中 ＨＡＧＬＲ 的表达，与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较：∗Ｐ

＜ ０. ０５

２． ２ 　 敲低 ＨＡＧＬＲ 诱导小鼠成骨细胞的凋亡和

ＮＬＲＰ３ 炎症小体的表达　 ｑＰＣＲ 结果显示：与 ｓｉ⁃ＮＣ
组比较，ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ 组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 ＨＡＧＬＲ 表

达显著降低［（１. ００ ± ０. １２） ｖｓ （０. ４６ ± ０. ０３）， ｔ ＝
１３. ２１６，Ｐ ＝ ０. ００２，图 ２Ａ］。 ＣＣＫ⁃８ 实验结果显示：
与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ 组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的增

殖活力明显降低 （Ｆ ＝ ９. ６６２，Ｐ ＝ ０. ０１４，图 ２Ｂ）。
ＴＵＮＥＬ 染色结果显示：与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ
组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的凋亡率显著升高 ［（４. １２ ±
０. ４３）％ ｖｓ （８. ５１ ± ０. ９２）％ ，ｔ ＝ １１. ６０２，Ｐ ＝ ０. ００３，
图 ２Ｃ）］。 随后，通过 ｑＰＣＲ 检测 ＢＡＬＰ ｍＲＮＡ 和骨

钙素 ｍＲＮＡ 的表达水平来评估 ＨＡＧＬＲ 对成骨细胞

活性的调节作用，结果显示：与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＨＡ⁃
ＧＬＲ 组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞 ＢＡＬＰ 和骨钙素的 ｍＲＮＡ 水

平均明显下调（ＢＡＬＰ： ｔ ＝ １５. ２３６，Ｐ ＝ ０. ００２；骨钙

素： ｔ ＝ １３. ２５１，Ｐ ＝ ０. ００３，图 ２Ｄ、Ｅ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测 ＮＬＲＰ３ 炎症小体相关蛋白 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、
ＡＳＣ、ＩＬ⁃１β 表达，结果显示：与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较，ｓｉ⁃ＨＡ⁃
ＧＬＲ 组 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞中 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＡＳＣ、
ＩＬ⁃１β 蛋白表达均明显升高（ＮＬＲＰ３：ｔ ＝ ９. ５０３，Ｐ ＝
０. ０３５；Ｃａｓｐａｓｅ１： ｔ ＝ １５. ４４６， Ｐ ＝ ０. ００３； ＡＳＣ： ｔ ＝
１０. ３０５，Ｐ ＝ ０. ００７；ＩＬ⁃１β：ｔ ＝ ８. ５２８，Ｐ ＝ ０. ０２２，图 ２Ｆ
～ Ｊ）。
２． ３　 ＨＡＧＬＲ 调控 ＲＵＮＸ２ 的表达　 在 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１
细胞中，与 ｓｉ⁃ＮＣ 比较，ｓｉ⁃ＨＡＧＬＲ 组中 ＲＵＮＸ２ 的

ｍＲＮＡ 和蛋白水平均显著降低（ ｔ ＝ １７. ０８９、１２. ８８７，
Ｐ ＝ ０. ００１、０. ０１９，图 ３Ａ、Ｂ），且 ｐ⁃ＲＵＮＸ２ 蛋白水平

也降低（ ｔ ＝ １２. ００７，Ｐ ＝ ０. ００８，图 ３Ｃ）。 在小鼠骨组

织中，与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较，ＲＵＮＸ２ 的 ｍＲＮＡ 在 ＴＦ 组
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织中的表达水平明显降低（ ｔ ＝ ７. ６６９，Ｐ ＝ ０. ０２５，图
３Ｄ）。 在小鼠体内沉默 ＲＵＮＸ２ 或者过表达 ＨＡ⁃
ＧＬＲ，ｑＰＣＲ 结果显示：与 ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ 组比较，ｐｃＤ⁃

ＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ 组的 ＨＡＧＬＲ 和 ＲＵＮＸ２ ｍＲＮＡ 表达水

平均明显升高 （ ＨＡＧＬＲ： ｔ ＝ １２. ６０６， Ｐ ＝ ０. ００３；
ＲＵＮＸ ２：ｔ ＝ １４. ６６２，Ｐ ＝ ０. ００２） 。但与ｓｈ⁃ＮＣ组比

图 ２　 敲低 ＨＡＧＬＲ 诱导小鼠成骨细胞的凋亡和 ＮＬＲＰ３ 炎症小体表达的影响

　 　 Ａ：ｑＰＣＲ 检测 ＨＡＧＬＲ 的表达；Ｂ：ＣＣＫ⁃８ 实验检测细胞增殖活性；Ｃ：ＴＵＮＥＬ 实验检测细胞凋亡（红色荧光：ＴＵＮＥＬ 阳性，蓝色荧光：ＤＡＰＩ 染

色， × ４００）；Ｄ、Ｅ：ｑＰＣＲ 检测 ＢＡＬＰ 和骨钙素的表达；Ｆ ～ Ｊ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＡＳＣ、ＩＬ⁃１β 蛋白的相对表达量；与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ３　 ＨＡＧＬＲ 对 ＲＵＮＸ２ 表达的影响

　 　 Ａ ～ Ｃ：ｑＰＣＲ 和Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＲＵＮＸ２ 和 ｐ⁃ＲＵＮＸ２ 的表达，与 ｓｉ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；Ｄ：ｑＰＣＲ 法测 ＴＦ 小鼠骨折组织中 ＲＵＮＸ２ ｍＲＮＡ

的表达，与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；Ｅ：ＴＦ 组小鼠用 ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ 和 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ 静脉治疗，ｑＰＣＲ 检测 ＲＵＮＸ２ 和 ＨＡＧＬＲ 的表达，与 ｐｃＤ⁃

ＮＡ⁃ｎｕｌｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；Ｆ：ＴＦ 小鼠用 ｓｈ⁃ＮＣ 和 ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ 静脉治疗，ｑＰＣＲ 检测 ＲＵＮＸ２ 和 ＨＡＧＬＲ 的表达，与 ｓｈ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

较，ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ 组的 ＨＡＧＬＲ 水平变化差异无统计学

意义（ ｔ ＝ ２. ５４４，Ｐ ＝ ０. １７９），ＲＵＮＸ２ ｍＲＮＡ 表达明

显降低（ ｔ ＝ １０. ５７０，Ｐ ＝ ０. ０１６），见图 ３Ｅ、Ｆ。
２． ４　 沉默 ＲＵＮＸ２ 逆转 ＨＡＧＬＲ 对小鼠骨组织愈

合的促进作用　 各组 ＴＦ 造模 ４ 周后骨组织愈合指

标的比较结果显示：与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较，ＴＦ 组、ｐｃＤ⁃
ＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组、 ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组、 ｓｈ⁃ＮＣ ＋
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组和 ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡ⁃
ＧＬＲ ＋ ＴＦ 组的 ＭＢＶ（Ｆ ＝ １１６. ３３２，Ｐ ＝ ０. ００２）、全长

胫骨湿重（Ｆ ＝ １０３. ８９９，Ｐ ＝ ０. ００６）、ＩＧＦ⁃１ 蛋白表达

水平（Ｆ ＝ ９６. １７７，Ｐ ＝ ０. ０１８）均明显升高。 与 ＴＦ 组

比较，ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组的上述指标变化差异无统

计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。 与 ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组比较，
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组和 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋
ＴＦ 组的 ＭＢＶ、全长胫骨湿重、ＩＧＦ⁃１ 蛋白表达水平

均明显增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 而与 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡ⁃
ＧＬＲ ＋ ＴＦ 组比较，ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ
组 ＭＢＶ、全长胫骨湿重、ＩＧＦ⁃１ 蛋白表达均降低（Ｐ
＜ ０. ０５）。 见图 ４。

２． ５　 抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体促进 ＨＡＧＬＲ 对小鼠

骨组织的愈合作用 　 用 ＮＬＲＰ３ 炎症小体选择性抑

制剂 ＭＣＣ９５０ 抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的表达后比较

各组小鼠骨组织愈合指标。 结果显示：与 Ｎｏｒｍａｌ 组
比较，ＴＦ 组、ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组、ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋
ＴＦ 组、ｓａｌｉｎｅ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组和 ＭＣＣ９５０ ＋
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组的 ＭＢＶ（Ｆ ＝ ２５４. ８８９，Ｐ ＝
０. ００１）、全长胫骨湿重 （Ｆ ＝ ９０. ０６５，Ｐ ＝ ０. ０２２）、
ＩＧＦ⁃１ 的蛋白表达水平（Ｆ ＝ １０８. ２５４，Ｐ ＝ ０. ００５）差
异均有统计学意义；与 ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组比较，
ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组和 ｓａｌｉｎｅ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋
ＴＦ 组的 ＭＢＶ、全长胫骨湿重、ＩＧＦ⁃１ 的蛋白表达水

平差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；与 ｓａｌｉｎｅ ＋ ｐｃＤ⁃
ＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组比较，ＭＣＣ９５０ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ
＋ ＴＦ 组 ＭＢＶ、全长胫骨的湿重、ＩＧＦ⁃１ 的蛋白相对

表达量均明显增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 本实验在体内外水平探究了ＨＡＧＬＲ调控ＴＦ
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图 ４　 沉默 ＲＵＮＸ２ 逆转 ＨＡＧＬＲ 对小鼠骨组织愈合的促进作用

　 　 Ａ：各组小鼠 ＭＢＶ 的比较；Ｂ：各组小鼠全长胫骨湿重的比较；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组小鼠骨组织中 ＩＧＦ⁃１ 的蛋白表达水平；ａ：Ｎｏｒｍａｌ 组；

ｂ：ＴＦ 组；ｃ：ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组；ｄ：ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组；ｅ：ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组；ｆ：ｓｈ⁃ＲＵＮＸ２ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组；与 Ｎｏｒｍａｌ

组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｓｈ⁃ＮＣ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

图 ５　 抑制炎性小体促进 ＨＡＧＬＲ 对小鼠骨组织愈合的促进作用

　 　 Ａ：各组小鼠 ＭＢＶ 的比较；Ｂ：各组小鼠全长胫骨湿重的比较；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 ＩＧＦ⁃１ 的蛋白表达水平； ａ：Ｎｏｒｍａｌ 组；ｂ：ＴＦ 组；ｃ：

ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组；ｄ：ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组；ｅ：ｓａｌｉｎｅ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组；ｆ：ＭＣＣ９５０ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组；与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较：∗Ｐ ＜

０. ０５；与 ｐｃＤＮＡ⁃ｎｕｌｌ ＋ ＴＦ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ｓａｌｉｎｅ ＋ ｐｃＤＮＡ⁃ＨＡＧＬＲ ＋ ＴＦ 组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５

愈合的潜力，结果表明 ＨＡＧＬＲ 在 ＴＦ 小鼠骨组织中

表达降低，沉默 ＨＡＧＬＲ 后小鼠成骨细胞中成骨标

志物和 ＲＵＮＸ２ 的表达均降低，但细胞凋亡率和 ＮＬ⁃
ＲＰ３ 炎症小体表达水平增加。 在 ＴＦ 小鼠中过表达

ＨＡＧＬＲ 后不仅可促进 ＲＵＮＸ２ 的表达增加，还明显

改善了 ＭＢＶ、全长胫骨湿重和 ＩＧＦ⁃１ 的蛋白表达

量。 沉默 ＲＵＮＸ２ 则可明显抑制过表达 ＨＡＧＬＲ 对

ＴＦ 小鼠 ＭＢＶ、全长胫骨湿重、ＩＧＦ⁃１ 表达的上调功

能，而抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体则进一步促进了 ＴＦ 小

鼠 ＭＢＶ、全长胫骨湿重、ＩＧＦ⁃１ 的表达，提示 ＨＡＧＬＲ
在 ＴＦ 骨折愈合中扮演重要角色。
　 　 既往研究［１１］报道称 ＨＡＧＬＲ 在股骨骨折组织中

下调，且可通过调控细胞增殖和凋亡参与调控骨折

的愈合。 本研究结果同样表明，ＨＡＧＬＲ 在 ＴＦ 组织

中的表达降低，且过表达 ＨＡＧＬＲ 可以明显促进骨

痂生长，而沉默 ＨＡＧＬＲ 可以明显抑制前成骨细胞

的增殖并促进凋亡，提示过表达 ＨＡＧＬＲ 可能具有

促进骨折愈合的功能。
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　 　 影响骨折愈合的主要因素为骨折端的血供不

良，导致骨营养缺乏。 ＲＵＮＸ２ 是促进骨折愈合的关

键标志物，其可通过激活骨形态发生蛋白 ２ 通过

Ｓｍａｄ 信号通路诱导骨髓间充质干细胞向成骨细胞

分化，从而促进骨折愈合［１４］。 已有研究发现 Ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＫＣＮＱ１ＯＴ１ 可上调 ＲＵＮＸ２ 和骨钙素［１５］，而
且 ｌｎｃＲＮＡ ＭＥＧ３ 也具有类似效果［１６］，表明 ＬｎｃＲＮＡ
可作为一种潜在的成骨细胞分化的重要分子。 有研

究［１７］报道 ＲＵＮＸ２ 表达与骨形成密切相关，并且

ＲＵＮＸ２ 的表达水平升高代表骨折愈合增加。 本研

究结果观察到 ＴＦ 骨组织中 ＲＵＮＸ２ 表达降低，而过

表达 ＨＡＧＬＲ 则可以恢复 ＲＵＮＸ２ 和 ｐ⁃ＲＵＮＸ２ 的表

达，但沉默 ＨＡＧＬＲ 则可以抑制成骨细胞中的

ＲＵＮＸ２ 和 ｐ⁃ＲＵＮＸ２，表明 ＨＡＧＬＲ 会促进骨折愈

合，与 ＲＵＮＸ２ 的调控密切相关。 研究［１７］发现，骨骼

生长刺激因子 ＩＧＦ⁃１ 的缺乏对骨骼结构发育具有负

面影响，如在快速生长和骨骼成熟的青春期，循环系

统中 ＩＧＦ⁃１ 的含量明显增加，而敲除 ＩＧＦ⁃１ 表达则

能抑制骨骼的生长。 本研究在体内观察到 ＴＦ 小鼠

过表达 ＨＡＧＬＲ 不仅导致 ＭＢＶ 和全长胫骨重量的

明显增加，且过表达 ＨＡＧＬＲ 也可导致 ＩＧＦ⁃１ 的表达

量明显增加； 而在过表达 ＨＡＧＬＲ 基础上沉默

ＲＵＮＸ２ 则可以明显抑制过表达 ＨＡＧＬＲ 对 ＴＦ 小鼠

ＭＢＶ、全长胫骨湿重、ＩＧＦ⁃１ 表达的上调功能，提示

过表达 ＨＡＧＬＲ 可能通过激活 ＲＵＮＸ２ 促进 ＴＦ 的愈

合。
　 　 研究［１８］ 表明，特异性抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体可

明显增加糖尿病诱导的骨折模型中的 ＭＢＶ、骨体积

分数并抑制骨折组织中 ＩＦＮ⁃γ、ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃６ 的表

达，抑制小鼠 ＮＬＲＰ３ 炎症小体还可以促进牙槽骨缺

损的愈合，表明 ＮＬＲＰ３ 炎症小体的抑制药可能是骨

折愈合的潜在治疗药物。 本研究发现沉默 ＨＡＧＬＲ
后小鼠成骨细胞的凋亡率和 ＮＬＲＰ３ 炎症小体均明

显增加，在过表达 ＨＡＧＬＲ 的基础上使用 ＮＬＲＰ３ 炎

症小体选择性抑制剂 ＭＣＣ９５０ 抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小

体的激活后 ＴＦ 小鼠的 ＭＢＶ、全长胫骨的湿重和

ＩＧＦ⁃１ 的蛋白相对表达量都明显增加，表明过表达

ＨＡＧＬＲ 可通过抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小体促进 ＴＦ 的愈

合。
　 　 综上所述，ＨＡＧＬＲ 在 ＴＦ 中的表达明显降低，
且其可通过促进 ＲＵＮＸ２ 表达和抑制 ＮＬＲＰ３ 炎症小

体促进骨折愈合。 本研究仍然存在一些局限性，如

缺乏对小鼠骨折愈合过程中 ＨＡＧＬＲ 分子机制深入

探讨，下一步课题组将进一步开展研究探讨。
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