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G*

"

F'G

法检测成
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信号通路相关因子的转录表达$ 结果

与对照组比较!实验组经定向成骨诱导后
E,K'M TRF
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##骨质疏松症是一种以全身骨量降低和骨组织微结

构破坏并造成骨脆性增加"进而增加诱发骨折的风险

为特征的全身性疾病'

#

(

) 性激素缺乏是造成绝经后

骨质疏松症的常见原因之一"因此雌激素替代治疗成

为治疗的首选方法'

!

(

"但长期使用激素会导致心血管

疾病*子宫内膜癌*乳腺癌等发生风险增加'

&

(

) 因此"

寻求一种适于长期治疗且不良反应较少的替代治疗成

为热点'

8

(

) 研究表明"淫羊藿对骨质疏松症具有明显

的干预和治疗作用'

%

"

$

(

) 体外研究也发现"淫羊藿总

黄酮可以诱导骨髓间充质干细胞 $
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%成骨分化'
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(

"本

研究基于
E,F

"

!

通路研究淫羊藿总黄酮诱导
E,

"

K'M

分化为成骨细胞的分子机制)

材料与方法

#

#动物#

8

周龄健康清洁级
KB

大鼠
%

只"雌雄

不限"体重约
8" Q

"购自湖南斯莱克景达实验动物有

限公司"质量合格证号#

X3TKRb(!"#!!"86

)

!

#药物#药材购自江西省九江市中医院"存放于

九江学院基础医学院生化教研室实验室) 提取方法#

采用超声波辅助的
7%O

乙醇浸提"用旋转蒸发将乙醇

提取液浓缩"后用聚酰胺对其进行纯化"再经冷冻干燥

得到淫羊藿总黄酮的干燥品$用淫羊藿总黄酮作标准

品"采用紫外分光光度法测得所提取的淫羊藿总黄酮

为
75O

%"其提取剂量为
!!

!

#$ :QDQ

) 淫羊藿总黄酮

呈粉末状"黄棕色或红棕色"并配制成
"

!

"! :QD:R

的淫羊藿总黄酮'
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$含
"

!

!O

二甲基亚砜%贮存液"以

备相应实验组的细胞学实验)

&

#试剂与仪器#

B,9,DP#!

$

X.<10I4

公司"澳

大利亚%"

P4?-1 E0W;I4 K4@H:

$

S;L<0

公司"美国%"

"

!

!%O

胰蛋白酶$含
9B*T

%"

FEK

粉剂*细胞裂解液

$北京普利莱基因技术有限公司%"校准品及质控血清

$中生北控生物科技股份有限公司%"胎牛血清$

X.

"

<10I4

公司"澳大利亚%"二甲基亚砜$

B,KC

"
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公司%"
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重组蛋白

$
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公司"美国%"$
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%

TMM-. b;? E-M4>

0I )P''

$

!""7

%$上海泸震实业有限公司"中国%"

CM

"

?40Q4IH^;< KHYY14:4I?

$

GcB

公司"美国%"

'411

'0HI?;IQ b;?

及
SG993MY;I

组织
D

细胞
G3T

快速提

取试剂盒$北京庄盟国际生物基因科技有限公司%"

F'G

试剂盒*

B3T ,-@`4@

$北京全式金生物技术有

限公司%"茜素红粉$西陇化工股份有限公司%)

!8

孔

培养板$

'0@I;IQ

公司"美国%"

*K#""

"

P

倒置相差显

微镜$

3;`0I

公司"日本%"

R

"

&#5"

型半自动生化分析

仪$上海科华实验系统有限公司%"

'C

!

恒温水浴箱

$

K),

公司%"超净台$苏州净化设备有限公司%"

,0>

"

41$5"

型酶标仪$

E;0

"

GTB

公司"美国%"超速离心机

$

K;Q:-

公司"美国%"低温保存箱$

X-;4@

"中国%)
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#细胞分组及
E,K'M

成骨诱导#参照参考文献
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(" 采用全骨髓贴壁法培养获得原代
E,K'M

) 完

全培养基培养细胞"待细胞长满培养瓶后按
#

$

&

比例

传代"传至
F&

代
E,K'M

"以备实验所用) 选取生长

良好的
F&

代
E,K'M

"按
%

%

#"

7

D

孔的密度接种于
!8

孔板"待细胞融合度达
5"O d6"O

时"去除原培养基"

加入含或不含有淫羊藿总黄酮的
CK

培养基进行成骨

分化诱导) 将细胞分为
&

组#对照组$

"
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!O

二甲基亚

砜加
CK

液 加
B,9,DP#!

培 养 基 %* 实 验 组

$

!" !QD:R

淫羊藿总黄酮加
"

!

!O

二甲基亚砜加
CK

液加
B,9,DP#!

培养基%及抑制剂组$

!" !QD:R

淫

羊藿总黄酮加
# !QD:R 3CSS)3

重组蛋白加
"

!

!O

二甲基亚砜加
CK

液加
B,9,DP#!

培养基%) 以后每

! d&

天更换培养基"连续培养
6

天"用于以下检测)

%

#观察指标及检测方法

%

!

#

#

TRF

活性测定#成骨诱导的第
&

*

$

*

6

天"

将细胞用
FEK

漂洗
&

遍"加入细胞裂解剂
!"" !R

"

#" """ @ D:;I

离心
% :;I

"取上清液"采用
TRF TM

"

M-. b;? E-M4> 0I )P''

$
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%推荐的磷酸对硝基苯

酚法 $速率法% 测定细胞裂解液的
TRF

活性"于

%"% I:

波长处测定吸光度变化值
!T D:;I

"计算样品

中
TRF

活力#

TRF

$
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%
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%
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!

#钙化结节测定#采用茜素红染色法'

6

(

) 干

预
6

天后"去除原培养瓶并用
FEK

漂洗
&

次"

6%

&乙

醇固定
#" :;I

"三蒸水漂洗
&

次"

!

&茜素红$

YX

为

8

!

#

%

&7

'染色
&" :;I

"

FEK

漂洗
%

遍"干燥*封片和

照相) 镜下观察新形成的钙化结节及密度变化)

%

!
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型胶原$
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"
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%*骨桥蛋白$
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"
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%及
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"
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信号通路
:G3T

表达

水平测定#$

#

% 按照
SG993MY;I

组织
D

细胞
G3T

快

速提取试剂盒说明书步骤提取细胞总
G3T

#弃原培养

基"

"

!

# :01DR FEK

清洗
!

遍"细胞裂解液进行裂解"

加入等量的
7"O

乙醇"充分吹打"收集裂解液于吸附

柱
GT

中"

8

'

#& """ @ D:;I

离心
$" M

"弃废液"加

7"" !R

去 蛋 白 液
G+#

" 静 置
$" M

"

8

'

#! """ @ D:;I

离心
&" M

"弃废液"加
%"" !R

漂洗液

G+

"
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#! """ @ D:;I

离心
&" M

"弃废液"重复漂洗

#

遍" 将 吸 附 柱
GT

放 回 空 收 集 管 中"

8

'

#& """ @ D:;I
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"去废液"将吸附柱
GT
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#
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% :R 9F

管中"于吸附膜中间部位加入无核酶水
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"室温放置
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"
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"离心
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"收

集底层液体) 按照
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"
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"
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第一链合成

试剂盒说明书配制
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反应体系$
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"
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"
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"
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"
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"
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"
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"

#/ # !R

"
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'孵
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'
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5 :;I

)
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反应产物采用
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琼脂糖凝胶电泳
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"

E9K*!""9

凝胶成像系统观察条带并

拍照) 同时采用
):-Q4( #

!

8$

软件处理图像数据"并

进行比较) 基因引物由南京金斯瑞生物科技有限公司

合成"引物序列及产物长度见表
#

) 对细胞
TRF

和成

骨相关蛋白及相关信号因子的相对表达量重复测量

%

次)

表
#

$目的基因及引物序列

基因 引物序列
产物大小

$

LY

%

STFBX

上游#

%

("

**SS''S*T*'SST'S''*S

"

&

(

57$下游#

%

("

STS'TT*S''TS''''TS'T

"

&

(

E,F

"

!

上游#

%

("

'''TST''T''SS'*SSTST

"

&

(

6"&下游#

%

("

'ST'T'''S'TT'''*''T'

"

&

(

GHIJ!

上游#

%

("

*STS'ST'S*STS'''SS*T

"

&

(

55&下游#

%

("

'S*S*SSTTST'TS'SS'S*

"

&

(

CKJ

上游#

%

("

S'''T'*SS*S'''TTST''

"

&

(

5!6下游#

%

("

'''S*SSS*S'S'*ST*S**

"

&

(

C'3

上游#

%

("

''*SS'TSS*S'TTTS'''T

"

&

(

5""下游#

%

("

*S'S'**S*TSS'S*''*SS

"

&

(

CF3

上游#

%

("

*S''*S**'SS''**S''*'

"

&

(

5""下游#

%

("

*''TSS'*SS'***SSTT'*'S

"

&

(

'01#-#

上游#

%

("

ST'S*''*SS*STTS**SS*

"

&

(

%55下游#

%

("

TS''T'ST*ST'''***T*S

"

&

(

##

$

#统计学方法#采用
KFKK #6

!

"

软件包进行

数据分析"计量资料以
^

)

M

表示"组内比较采用单因

素方差分析"组间比较采用
?

检验"

F U"2 "%

为差异

有统计学意义)

结##果

#

#各组
E,K'M TRF

活性比较$表
!

%#在干预

的第
&

*

$

*

6

天"与对照组比较"实验组细胞内
TRF

活

性升高"随着淫羊藿总黄酮干预时间的延长"细胞裂解

液中
TRF

活性呈上升趋势"且第
6

天最高"为对照组

TRF

活性的
#

!

&$

倍) 与实验组比较"抑制剂组
E,

"

K'M TRF

活性明显降低$

F U"2 "%

%)

表
!

$各组
E,K'M

内
TRF

活性比较#$

\DR

"

^

)

M

%

组别
I

TRF

活性

第
&

天 第
$

天 第
6

天

对照#

% &!$

*

8"

)

8

*

!8 &67

*

&5

)

6

*

#&

8&!

*

7&

)

#$

*

67

"

实验#

%

8&&

*

&%

)

7

*

&#

!

%&%

*

6!

)

#8

*

%"

"!

%55

*

$7

)

#5

*

%#

"!

抑制剂
%

!57

*

78

)

8

*

76

#

&$"

*

5&

)

5

*

7$

"#

&%8

*

#&

)

7

*

77

"#

##注#与本组第
&

天比较"

"

F U "

*

"%

&与对照组同期比较"

!

F U

"

!

"%

&与实验组同期比较"

#

F U"

*

"%

!

#各组钙结节密度比较$图
#

%#与对照组比较"

实验组钙结节密度明显增大&与实验组比较"抑制剂组

钙结节密度明显减少)

图
#

$

E,K'M

诱导后第
6

天各组钙化结节比较

$茜素红染色%

&

#各组
E,K'M

成骨分化相关蛋白表达水平比

较$表
&

"图
!

%#与对照组比较"实验组细胞
'01#-#

*

C'3

及
CF3

表达量增加$

F U"

*

"%

%&与实验组比较"

抑制剂组
'01#-#

*

C'3

及
CF3

表达量降低 $

F U

"

!

"%

%)
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%

!!"'$$!

表
&

$各组
E,K'M

成骨相关蛋白

表达水平比较#$

^

)

M

%

组别#

I '01#-# C'3 CF3

对照#

% "

*

%%7

)

"

*

""! "

*

$85

)

"

*

""8 "

*

%8"

)

"

*

""&

实验#

%

"

*

$5$

)

"

*

""7

"

"

*

5#&

)

"

*

""8

"

"

*

$&6

)

"

*

""8

"

抑制剂
%

"

*

!7%

)

"

*

""&

!

"

*

"%8

)

"

*

""#

!

"

*

#68

)

"

*

""!

!

##注# 与对照组比较"

"

F U"

*

"%

&与实验组比较"

!

F U"

*

"%

图
!

$各组
E,K'M

成骨相关蛋白转录表达电泳图

8

#两组
E,K'M E,F

"

!DGHIJ!DCKJ

信号通路

:G3T

表达水平比较$表
8

"图
&

%#淫羊藿总黄酮可

上调
E,F

"

!

和
GHIJ!

"并进一步调节其下游基因

CKJ

的转录表达"且呈现一定的时间依赖性"在诱导

的第
6

天最高) 与对照组比较"实验组成骨相关转录

因子
E,F

"

!

*

GHIJ!

*

CKJ

表达量明显增强 $

F U

"

!

"%

%)

图
&

$两组
E,K'M E,F

"

!

*

GHIJ!

*

CKJ

:G3T

表达电泳图

讨##论

淫羊藿总黄酮"该生物有效活性物质具有结构稳

定*提取简单*有效*不良反应少等优点"可满足骨组织

工程的客观要求"提供了一种更安全和有效地提高骨修

复和骨再生的方法和长期治疗骨科疾病的选择"如骨

质疏松症'

8

"

#"

+

#&

(

) 在本研究中"实验组
!" !QD:R

淫

羊藿总黄酮显著地促进成骨分化前期
TRF

活性"上调

成骨分化相关蛋白
:G3T

的表达"促进钙结节形成"

具有促进成骨细胞的分化和恢复骨组织作用"与既往

研究结果一致'

%

"

#8

(

)

作为一种外源性活性因子" 天然性的植物激素能

在机体内环境处于动态平衡条件下"上调内源性

E,F

"

!

表达"进而加速
E,K'M

成骨分化的进程'

#%

(

)

然而"淫羊藿总黄酮对
E,F

"

!

信号通路调节机制目前

尚不清楚) 本研究中"

G*

"

F'G

结果显示"与对照组比

较"淫羊藿总黄酮能明显上调
E,F

"

!

转录和表达)

E,F

"

!

能通过与细胞膜表面的
E,F

"

"

型*

E,F

"

#

型异二聚体受体特异性结合"磷酸化
K:->M

蛋白"促

进
G

"

K:->M

与
'0

"

K:->M

蛋白转入核内与成骨细

胞特异性基因启动子区域的效应原件$

CK9

序列%结

合并调节
'LV-#DGHI^!

及其下游
CKJ

基因的转录和

表达'

#$

(

"进而增加骨小梁数量*矿化基质以及骨密度"

并诱导成骨细胞标志物的表达"如
C'3

*

'01#- #

*

CF3

'

#7

(

) 本研究显示"

E,F

"

!DGHIJ!DCKJ

信号通路

参与了
!" !QD:R

淫羊藿总黄酮促
E,K'M

定向成骨

分化的进程)

# !QD:R 3CSS)3

重组蛋白能降低细

胞内
TRF

的活性"抑制淫羊藿总黄酮对细胞内
TRF

活性的促进作用&也能降低淫羊藿总黄酮促进细胞

成骨分化相关基因的表达水平"如
CF3

&又能抑制钙

结节的形成"进而阻碍了淫羊藿总黄酮对诱导细胞

形成矿化结节的促进作用) 由此可知"

E,F

"信号通

路的阻滞剂 $

# !QD:R 3CSS)3

重组蛋白%能明显抑

制
!" !QD:R

淫羊藿总黄酮对
E,K'M

定向成骨分化

的作用)

淫羊藿总黄酮促进
E,K'M

定向成骨分化的信号

转导通路可能含有多条"并且众多信号通路交织成网"

淫羊藿总黄酮促进
E,K'M

分化为成骨细胞的分子机

制有待进一步研究)

表
8

$两组
E,K'M E,F

"

!

*

GHIJ!

*

CKJ :G3T

表达水平比较#$

^

)

M

%

组别
I

时间
E,F

"

! GHIJ! CKJ

对照
%

第
&

天
"

*

#8%

)

"

*

""$ "

*

!$"

)

"

*

""& "

*

#"7

)

"

*

""!

第
$

天
"

*

#&%

)

"

*

""8 "

*

!&&

)

"

*

""8 "

*

"5!

)

"

*

""&

第
6

天
"

*

"76

)

"

*

""&

"

"

*

#6$

)

"

*

""%

"

"

*

"75

)

"

*

""%

"

实验
%

第
&

天
"

*

!!8

)

"

*

""8

!

"

*

85"

)

"

*

""&

!

"

*

&$5

)

"

*

""%

!

第
$

天
"

*

!%8

)

"

*

""%

!

"

*

7!"

)

"

*

""8

"!

"

*

%%5

)

"

*

""%

"!

第
6

天
"

*

&8%

)

"

*

""8

"!

"

*

7!7

)

"

*

"#8

"!

"

*

7%!

)

"

*

"#8

"!

##注#与本组第
&

天比较"

"

F U"

*

"%

&与对照组同期比较"

!

F U"

*

"%
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