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窑基础研究窑

牛膝甾酮对小鼠 MC3T3鄄E1 细胞
成骨分化和增殖的影响

姜摇 涛1 摇 凌翠敏2 摇 黄永青1 摇 陈庆真1 摇 杨冰璇1 摇 邵摇 敏1

摘要摇 目的摇 研究牛膝甾酮渊 IS冤对小鼠成骨细胞系渊MC3T3鄄E1 细胞冤增殖尧分化的影响及其可能的分

子机制遥 方法摇 将 MC3T3鄄E1 细胞分为对照组及 IS 不同浓度组渊10原4 ~10原1ng/滋L冤袁24尧48 h 后采用细胞

计数渊CCK8冤试剂盒检测细胞增殖袁7尧14 天后采用碱性磷酸酶渊ALP冤活性试剂盒检测 ALP 活性袁茜素红染

色检测矿化结节袁原位末端标记渊TUNEL冤试剂盒检测细胞凋亡情况袁实时荧光定量 PCR渊RT鄄qPCR冤检测

成骨分化相关标志物玉型胶原渊Collagen 玉冤尧骨保护素渊OPG冤尧骨桥蛋白渊OPN冤尧骨钙素渊OCN冤尧ALP 以

及雌激素受体 alpha渊ER琢冤尧雌激素受体 beta渊ER茁冤 mRNA 的表达水平遥 结果摇 与对照组比较袁在干预

48 h 后袁10原3尧10原2尧10原1ng/滋L IS 能抑制细胞的增殖渊P<0郾 05冤袁但对细胞凋亡无明显影响遥 10原4尧10原3尧
10原2尧10原1ng/滋L IS 均能够促进 ALP 活性及矿化结节的形成渊P<0郾 05冤袁亦能促进 ER琢尧OPG尧Collagen玉尧
ALP mRNA 表达渊P<0郾 05冤曰10原3尧10原2尧10原1ng/滋L IS 均能促进 OPN尧OCN mRNA 表达 渊P <0郾 05冤袁
10原1ng/滋L IS 能够促进 ER茁 mRNA 表达渊P<0郾 05冤遥 结论摇 IS 能促进 MC3T3鄄E1 细胞的成骨分化袁其可

能机制与上调成骨分化标志物及提高 ER琢 mRNA 表达有关遥
关键词摇 牛膝甾酮曰 成骨分化曰 细胞增殖曰 骨质疏松症

Effects of Inokosterone on Osteogenic Differentiation and Proliferation of MC3T3鄄E1 Cells摇 JIANG
Tao1袁 LING Cui鄄min2袁 HUANG Yong鄄qing1袁 CHEN Qing鄄zhen1袁 YANG Bing鄄xuan1袁 and SHAO Min 1

1 Third Clinical Medical College袁 Guangzhou University of Chinese Medicine袁 Guangzhou 渊510405冤曰 2 De鄄
partment of Acupuncture袁 Guangdong Second Traditional Chinese Medicine Hospital袁 Guangzhou

渊510095冤
ABSTRACT摇 Objective 摇 To observe the effects and possible molecular mechanism of inokosterone

渊 IS冤 on proliferation and osteogenic differentiation of mouse MC3T3鄄E1 osteoblastic cells. Methods摇 Cells
were divided into the control group and IS groups of different concentrations 渊10原4原10原1 ng/滋L冤 . After 24
and 48 h cell counting kit鄄8 assay 渊CCK8冤 was performed to evaluate the proliferation of cells. At day 7
and 14 alkaline phosphatase 渊ALP冤 activity was detected using ALP activity kit. Mineralized nodules were
observed by alizarin red staining. Cell apoptosis were determined by TDT鄄mediated dutp nick end labeling
渊TUNEL冤 method. mRNA expression levels of osteogenic genes 咱collagen type 玉 渊Collagen 玉 冤袁 osteo鄄
protegerin 渊OPG冤袁 osteopontin 渊OPN冤袁 osteocalcin 渊OCN冤袁 alkaline phosphatase 渊ALP冤袁 estrogen re鄄
ceptor alpha 渊ER琢冤袁 and estrogen receptor beta 渊ER茁冤暂 were detected by Real鄄time quantitative polymer鄄
ase chain reaction 渊RT鄄qPCR冤 . Results摇 The proliferation of cells was inhibited by 10原3袁 10原2袁 and 10原1ng/
滋L IS treatment after 48 h intervention袁 as compared with the control group 渊P<0郾 05冤袁 but with no obvious
effect on cell apoptosis. ALP activity and the formation of mineralized nodules were significantly promoted
by 10原4袁 10原3袁 10原2袁and 10原1 ng/滋L IS treatment 渊P<0郾 05冤 . 10原4袁 10原3袁 10原2袁 and 10原1 ng/滋L IS treatment
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promtoed mRNA expressions of ER琢袁 OPG袁 Collagen 玉袁 and ALP 渊P<0郾 05冤 . 10原3袁 10原2袁 and 10原1 ng/滋L IS
treatment promoted mRNA expressions of OPN and OCN 渊P<0郾 05冤 . 10原1 ng/滋L IS treatment promoted mR鄄
NA expression of ER茁 渊P<0郾 05冤 . Conclusion摇 IS promoted osteogenic differentiation of MC3T3鄄E1 cells
possibly by up 鄄regulating the expressions of osteogenic differentiation markers and elevating ER琢 expres鄄
sion.

KEYWORDS摇 inokosterone曰 osteogenic differentiation曰 cell proliferation曰 osteoporosis

摇 摇 骨质疏松症渊osteoporosis袁OP冤以骨的微观结

构退变及骨量减少为特征袁发病过程中袁由于骨的强度

下降尧脆性增加而易发生骨折咱1暂袁与此相关的医疗花

费是社会及个人沉重的经济负担咱2暂 遥 小鼠成骨细胞

系 MC3T3鄄E1 细胞是研究成骨细胞增殖和分化最常

用的细胞模型之一咱3暂 遥 本课题组前期的研究发现袁与
六味地黄丸比较袁金匮肾气丸更能促进原代成骨细胞

的增殖尧分化袁并且能够显著提高去势 SD 大鼠的骨

量袁通过成分分析袁发现相对于六味地黄丸袁金匮肾气

丸多了牛膝尧车前子尧附子 3 味药物袁其中牛膝为补肝

肾尧强筋骨之要药袁因此课题组认为牛膝是导致六味地

黄丸与金匮肾气丸成骨效能差异的主要原因之一袁进
一步通过高效液相色谱法渊high performance liquid
chromatography袁HPLC冤从牛膝中提取出活性成分

野牛膝甾酮渊 inokosterone袁IS冤冶 咱4暂 遥 而 IS 对成骨细

胞的增殖尧分化存在何种影响袁目前国内外尚无研究报

道袁故本实验中袁旨在探讨不同浓度渊10原4尧10原3尧10原2尧
10原1ng/滋L冤 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞增殖及分化的影响

及其可能的作用机制遥
材料与方法

1摇 细胞株摇 成骨细胞系 MC3T3鄄E1 细胞渊购自

武汉 Procell袁货号院CL鄄0378冤遥
2摇 药物摇 IS渊每支 5 mg袁纯度逸98%袁购于南京

森贝伽生物科技有限公司袁货号院15130鄄85鄄5冤袁可溶于

琢鄄最低基本培养基渊琢鄄minimum essential medium袁
琢鄄MEM冤袁根据摩尔浓度计算器袁将 0郾 5 mg 的 IS 用

50 mL 琢鄄MEM 配制成 10 ng/滋L 的母液袁使用前将母

液按照 100 倍稀释至 10原1ng/滋L袁以此类推得到 10原2尧
10原3尧10原4ng/滋L IS遥

3摇 主要试剂及仪器摇 琢鄄MEM 培养基渊美国 Hy鄄
clone 公司冤曰磷酸缓冲盐溶液渊phosphate buffer sa鄄
line袁PBS冤尧胎牛血清渊 fetal bovine serum袁FBS冤尧青
链霉素尧0郾 25%胰蛋白酶渊美国 GIBCO 公司冤曰茁鄄甘油

磷酸钠尧抗坏血酸尧地塞米松渊美国 Sigma 公司冤曰碱性

磷酸酶渊alkaline phosphatase袁ALP冤检测试剂盒渊南
京建成生物公司冤曰茜素红染色液尧细胞计数 渊 cell

counting kit鄄8袁CCK8冤试剂盒渊北京索莱宝科技有限

公司冤曰原位末端标记渊TDT鄄mediated dutp nick end
labeling袁TUNEL冤试剂盒渊北京博奥森生物技术有限公

司冤曰细胞 RNA 快速提取试剂盒尧两步法荧光定量反转

录 PCR 试剂盒渊日本 TaKaRa 公司冤曰细胞超净工作台

渊苏州安泰空气技术有限公司冤曰移液器渊德国 Eppen鄄
dorf 公司冤曰倒置相差显微镜渊德国 Leica 公司冤曰细胞

培养箱尧全自动酶标仪渊美国 Thermo Fisher 公司冤曰实
时荧光定量 PCR 仪渊美国 ABI 公司冤遥

4摇 方法

4郾 1摇 细胞培养摇 将MC3T3鄄E1 细胞用含 10%血

清尧1%青链霉素的 琢鄄MEM 培养基培养袁置于 37 益尧
5%CO2 的细胞培养箱中袁每天在显微镜下观察细胞

的生长状态袁当细胞融合率达到 80% 耀 90% 时袁用
0郾 25%的胰酶消化传代遥

4郾 2摇 CCK8 检测不同浓度 IS 对MC3T3鄄E1 细胞

增殖的影响摇 渊1冤消化 P3 代细胞以 3伊103 个/孔的

密度接种于 96 孔板袁细胞分 6 组院空白对照组渊不含

细胞的调零组冤袁阴性对照渊negative control袁NC冤
组渊不加药组冤袁10原4尧10原3尧10原2尧10原1ng/滋L IS 组袁每
组设置 6 个复孔曰渊2冤接种 24 h 待细胞贴壁后袁弃去

旧培养基袁加入含药的培养基袁干预 24尧48 h曰渊3冤药
物干预 24尧48 h 后袁将 CCK8 溶液与培养基按照 1 颐
9 的比例混匀袁然后每孔弃去旧培养基袁加入 100 滋L
混匀好的 CCK8 溶液曰渊4冤将 96 孔板在培养箱内避

光孵育 2 h 后用酶标仪在 450 nm 处测定 OD 值遥
计算细胞活力遥 细胞活力渊% 冤= 咱OD渊 IS冤 原OD渊空
白冤暂 /咱OD渊NC冤原OD渊空白冤暂伊100% 遥

4郾 3 摇 TUNEL 试 剂 盒 检 测 不 同 浓 度 IS 对

MC3T3鄄E1 细胞凋亡的影响摇 渊1冤消化 P3 代细胞袁然
后按照 105 个/孔的密度接种到 3郾 5 cm 培养皿上袁细
胞分为 5 组院 对照组袁 10原4尧 10原3尧 10原2尧 10原1ng/滋L
IS 组袁在细胞培养箱中培养 24 h 待细胞贴壁后袁弃去

原有培养基袁加入含药或不含药的新鲜成骨诱导培养

基渊10 mmol/L 茁鄄甘油磷酸钠尧50 滋mol/L 抗坏血酸尧
10原8mol/L 地塞米松冤袁每 2 天换液 1 次曰渊2冤细胞培养

至第 7尧14 天时用 PBS 缓冲液冲洗 2 次并重悬袁制成
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细胞爬片袁自然晾干曰渊3冤用 4%多聚甲醛溶液室温固

定 15 min袁PBS 漂洗 2 次袁每次 5 min曰 渊 4冤 按照

TUNEL 试剂盒说明书进行操作及染色曰渊5冤显微镜下

观察凋亡细胞的染色情况遥
4郾 4 摇 ALP 活性试剂盒检测不同浓度 IS 对

MC3T3鄄E1 细胞 ALP 活性的影响摇 渊1冤消化 P4 代细

胞袁以 5伊104 个/孔的密度接种于 24 孔板袁细胞分组同

4郾 3袁在培养箱中培养 24 h曰渊2冤24 h 待细胞贴壁后袁
弃去孔内旧培养基袁加入含药或不含药的新鲜成骨诱

导培养基袁每 2 天换液 1 次曰渊3冤培养 7尧14 天后弃去

培养液袁使用裂解液裂解细胞后按照 ALP 活性试剂盒

的说明进行操作袁计算金氏单位渊U/mg冤袁用金氏单位

反映 ALP 活性遥
4郾 5摇 茜素红染色检测 MC3T3鄄E1 细胞矿化结节

渊1冤消化 P4 代细胞袁以 1伊104 个/孔的密度接种于 24
孔板袁细胞分组及培养方法同 4郾 3曰渊2冤培养 7尧14 天后

弃去培养液袁用 PBS 清洗 3 遍袁每次 5 min袁使用 4%
的多聚甲醛固定 30 min 后弃去多聚甲醛袁PBS 清洗 3
遍袁每孔加入 300 滋L渊覆盖细胞冤茜素红染色液袁室温

下染 色 10 min袁 PBS 清洗 3 遍曰 显微 镜 下 观 察

MC3T3鄄E1 细胞矿化结节的形成情况遥
4郾 6摇 实时荧光定量聚合酶链反应 渊 real time

quantitative polymerase chain reaction袁 RT鄄
qPCR冤摇 渊1冤消化 P4 代细胞袁以 108 个/孔的密度接

种于 6 孔板袁细胞分组及培养方法同 4郾 3曰渊2冤24 h 待

细胞贴壁后袁弃去孔内旧培养基袁加入含药或不含药的

新鲜成骨诱导培养基袁每 2 天换液 1 次曰渊3冤培养 7 天

后袁弃去培养液袁用 RNA 提取试剂盒提取总 RNA袁紫
外分光光度计测定 RNA 纯度袁每组取 1郾 0 滋g 总

RNA袁分别加入反转录试剂盒的反应体系袁在反转录

仪中进行反转录生成 cDNA 后袁RT鄄qPCR 测定雌激

素受体 alpha渊estrogen receptor alpha袁ER琢冤尧雌激

素受体 beta渊estrogen receptor beta袁ER茁冤尧骨桥蛋

白 渊 osteopontin袁 OPN 冤尧 骨 钙 素 渊 osteocalcin袁
OCN冤尧骨保护素渊osteoprotegerin袁OPG冤尧玉型胶原

渊collagen type 玉袁Collagen 玉冤尧ALP mRNA 的表

达情况院 ER琢 的引物序列院 正向院 5忆鄄CGCCGTGT鄄
TCAACTAC鄄3忆袁 反 向院 5忆鄄AAGCCCCCAGACTATT鄄
3忆袁扩增长度 107 bp曰 ER茁 的引物序列院正向院 5忆鄄
TGCTGTGATGAACTACAGT鄄3忆袁 反 向院 5忆鄄GCAT鄄
AGAGGAGCGATG鄄3忆袁扩增长度 114 bp曰OCN 的引

物序列院正向院5忆鄄TGACTGCATTCTGCCTCTC鄄3忆袁反
向院 5忆鄄CGGAGTCTATTCACCACCTTAC鄄3忆袁 扩增长

度 101 bp曰OPN 的引物序列院正向院5忆鄄CAGCCAAG鄄

GACCAACTACAA鄄3忆袁反向院 5忆鄄TGCCAAACTCAGC鄄
CACTT鄄3忆袁扩增长度 101 bp曰OPG 的引物序列院正向院
5忆鄄ACTTGGCCTCCTGCTAATTC鄄3忆袁反向院5忆鄄CGCA鄄
CAGGGTGACATCTATT鄄3忆袁扩增长度 105 bp曰Colla鄄
gen玉的引物序列院正向院5忆鄄CATGAGCCGAAGCTAAC鄄
CC鄄3忆袁反向院5忆鄄CTCCTATGACTTCTGCGTCTGG鄄3忆袁
扩增长度 113 bp曰ALP 的引物序列院正向院5忆鄄GC鄄
CCTCTCCAAGACATATA鄄3忆袁 反 向院 5忆鄄CCATGAT鄄
CACGTCGATATCC鄄3忆袁扩增长度 114 bp曰茁鄄actin 的

引物序列院正向院5忆鄄ATATCGCTGCGCTGGTCGTC鄄3忆袁
反向院5忆鄄AGGATGGCGTGAGGGAGAGC鄄3忆袁扩增长度

126 bp遥 每个基因设 3个复孔袁PCR 仪反应条件设置

为院95 益预变性 10 min袁95 益 变性 20 s袁58 益退火

30 s袁72 益延伸 45s袁共进行 40 个循环袁从 PCR 仪中导

出 Ct 值袁采用 2原吟吟Ct 法并以 茁鄄actin 为内参计算上述

指标的相对表达量遥
4郾 7摇 统计学方法摇 采用 SPSS 19郾 0 软件进行统

计学分析袁数据用 x依s 表示袁若数据呈正态分布袁方差

齐袁采用单因素方差分析袁进一步两两比较采用 LSD

法袁P<0郾 05 为差异有统计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞增殖的影响

渊图 1冤 摇 干预 24 h 后袁与 NC 组同期比较袁10原4尧
10原3ng/滋L IS 组细胞活力提高袁而随着浓度的增高袁
10原2尧10原1ng/滋L IS 组细胞活力降低袁但差异均无统

计学 意义 渊 P > 0郾 05冤曰 干预 48 h 后袁 10原3尧 10原2尧
10原1ng/滋L IS 组细胞活力降低袁差异有统计学意义

渊P<0郾 05冤 遥

摇 摇 注院与 NC 组同期比较袁鄢P<0郾 05
图 1摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞增殖的影响

2摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞 ALP 活性的

影响渊表 1冤摇 与对照组同期比较袁经 IS 干预 7尧14 天

后袁不同浓度 IS 均能够显著提高 MC3T3鄄E1 细胞

ALP 活性袁并呈现一定的浓度依赖性渊P<0郾 05冤遥
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表 1摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞

ALP 活性的影响摇 渊x依s冤
组别 n

ALP渊U/mg冤
7 天 14天

对照 3 3援 543依0援 769 3援 000依0援 366
10原4 ng/滋L IS 3 7援 317依1援 010鄢 12援 570依0援 500鄢

10原3 ng/滋L IS 3 8援 513依1援 038鄢 14援 150依0援 166鄢

10原2 ng/滋L IS 3 14援 930依0援 962鄢 16援 850依2援 128鄢

10原1 ng/滋L IS 3 20援 820依2援 050鄢 27援 210依1援 816鄢

摇 摇 注院与对照组同期比较袁鄢P<0郾 05

3摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞矿化结节形

成的影响渊图 2袁表 2冤摇 与对照组同期比较袁不同浓度

的 IS 能够促进矿化结节的形成袁干预 7 天后袁10原3尧
10原2尧10原1ng/滋L IS 组差异有统计学意义渊P<0郾 05冤袁
干预 14 天后袁10原4尧10原3尧10原2尧10原1ng/滋L IS 组差异

均有统计学意义渊P<0郾 05冤遥
4摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞凋亡的影响

渊图 3冤摇 TUNEL 染色结果的判定标准为院细胞核中出

现棕黄色颗粒为凋亡细胞遥 不同浓度 IS干预MC3T3鄄E1
细胞 7尧14 天袁与对照组同期比较袁不同浓度 IS 对细胞

凋亡无明显影响遥

表 2摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞矿化

结节形成的影响摇 渊x依s冤
组别 n

OD 值

7 天 14 天

对照 3 119援 300依2援 241 127援 200依1援 941
10原4 ng/滋L IS 3 127援 200依4援 480 146援 500依1援 361鄢

10原3 ng/滋L IS 3 164援 200依3援 096鄢 142援 400依1援 164鄢

10原2 ng/滋L IS 3 170援 600依6援 598鄢 156援 700依1援 201鄢

10原1 ng/滋L IS 3 153援 600依5援 351鄢 158援 700依0援 389鄢

摇 摇 注院与对照组同期比较袁鄢P<0郾 05

5摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞 ER琢尧ER茁尧
ALP尧Collagen玉尧OCN尧OPG尧OPN mRNA 表达水平的

影响渊表 3冤摇 IS干预 7 天后袁与对照组比较袁10原4尧10原3尧
10原2尧10原1ng/滋L IS 组可促进 ER琢尧ALP尧Collagen玉尧
OPG mRNA 表达渊P<0郾 05冤袁10原3尧10原2尧10原1ng/滋L IS
组可 促 进 OCN尧 OPN mRNA 表 达 渊 P < 0郾 05 冤袁
10原1ng/滋L IS组促进 ER茁 mRNA 表达渊P<0郾 05冤遥

讨摇 摇 论

人体的骨骼终其一生都在进行骨重塑袁骨重塑包

括成骨细胞主导的骨形成以及破骨细胞主导的骨吸收

摇 摇 注院A 为对照组曰B 为 10原4ng/滋L IS 组曰C 为 10原3ng/滋L IS 组曰D 为 10原2ng/滋L IS 组曰E 为 10原1ng/滋L IS 组曰
其中 1尧2 分别代表 7尧14 天曰图中箭头表示矿化结构

图 2摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞矿化结节形成的影响摇 渊茜素红染色袁 伊100冤

摇 摇 注院A 为对照组曰B 为 10原4ng/滋L IS组曰C 为 10原3ng/滋L IS 组曰D 为 10原2ng/滋L IS 组曰E 为 10原1ng/滋L IS 组曰
其中 1尧2分别代表 7尧14 天曰图中箭头表示凋亡细胞

图 3摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞凋亡的影响摇 渊TUNEL 染色袁伊100冤
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表 3摇 不同浓度 IS 对 MC3T3鄄E1 细胞成骨分化标志物表达水平的影响摇 渊x依s冤
组别 n

mRNA

ER琢 ER茁 ALP Collagen 玉 OCN OPG OPN

对照 3 0援 900依0援 055 0援 673依0援 032 1援 020依0援 230 0援 446依0援 032 0援 593依0援 051 0援 576依0援 037 0援 933依0援 070
10原4 ng/滋L IS 3 1援 363依0援 130鄢 0援 683依0援 040 4援 600依1援 670鄢 0援 683依0援 128鄢 0援 616依0援 020 0援 680依0援 036鄢 0援 987依0援 035
10原3 ng/滋L IS 3 1援 527依0援 068鄢 0援 663依0援 051 5援 157依1援 380鄢 0援 603依0援 055鄢 0援 816依0援 035鄢 0援 716依0援 035鄢 1援 633依0援 142鄢

10原2 ng/滋L IS 3 1援 110依0援 098鄢 0援 713依0援 035 5援 230依0援 420鄢 0援 623依0援 102鄢 0援 843依0援 055鄢 0援 913依0援 030鄢 1援 570依0援 080鄢

10原1 ng/滋L IS 3 1援 153依0援 105鄢 0援 777依0援 037鄢 9援 200依1援 550鄢 0援 550依0援 043鄢 1援 073依0援 092鄢 0援 883依0援 040鄢 1援 097依0援 028鄢

摇 摇 注院与对照组比较袁鄢P<0郾 05

两个过程咱1袁5袁6暂 袁生理情况下此过程保持动态平衡袁随
着增龄尧激素水平改变尧药物的使用等因素的影响袁该
平衡被打破导致一些代谢性骨病的发生袁包括 OP咱7暂 遥
目前袁临床上用于治疗 OP 的药物大多以抑制破骨细

胞的活性以及骨吸收为主咱8暂 袁然而长期的抑制骨吸收

可能使破骨细胞处于野无应答冶的状态咱9暂袁降低药物的

疗效袁因此提高成骨细胞的活性以及促进骨形成是更

加理想的方法咱10暂 遥
近年来袁越来越多的基础研究把目光转向成骨细

胞袁为 OP 的临床治疗提供了新的思路和理想靶

点咱11原14暂遥 中药复方及活性成分调控成骨细胞功能的

基础研究亦日益增多袁魏秋实等咱15暂 发现淫羊藿苷能够

促进骨髓间充质干细胞渊bone marrow mesenchy鄄
mal stem cells袁BMSCs冤向成骨细胞分化袁其潜在机

制与调控 ER琢鄄Wnt/茁鄄catenin 信号通路相关曰沉默信

息调节因子 2 相关酶 1渊sirtuin1袁Sirt1冤是骨形成的正

向调控蛋白咱16暂 袁能够正向调节成骨细胞的功能袁而白

藜芦醇是 Sirt1 的激动剂袁Ornstrup MJ 等咱17暂 发现相

对于安慰剂袁经白藜芦醇口服治疗 16 周后能够显著提

高患者腰椎的骨密度以及骨 ALP 的水平袁提示白藜芦

醇能够显著促进人的骨形成袁除此之外袁亦有关于二仙

汤尧莲心碱尧地黄苷等的研究报道咱18原20暂 遥
本课题组前期的研究表明咱4暂 袁与六味地黄丸比

较袁金匮肾气丸的成骨效能更优袁通过成分分析初步认

为牛膝在其中发挥关键作用袁进一步从牛膝中分离出

活性成分 IS袁通过 CCK8 法发现袁IS 一定程度上可抑

制成骨细胞的增殖遥
细胞凋亡是指为维持内环境的稳定袁由基因控制

的细胞自主的尧有序的死亡袁在 OP 发病过程中袁成骨

细胞的凋亡增加导致骨形成显著减少袁因此抑制成骨

细胞的凋亡有助于促进骨形成袁本实验通过 TUNEL
检测发现袁IS 在一定程度上抑制细胞增殖袁但不会增

加成骨细胞的凋亡遥 在不同浓度 IS 对成骨分化影响

的实验过程中发现袁成骨诱导 7尧14 天后袁IS 呈剂量依

赖的方式增加 ALP 活性袁类似的结果见于茜素红染

色袁提示 IS 能够促进成骨分化遥 IS 对 MC3T3鄄E1 细

胞成骨分化标志物 ALP尧OPN尧OCN尧OPG尧Collagen
玉 mRNA 的影响说明 IS 能够通过上调成骨分化相关

标志物而促进成骨分化遥 近年来袁植物雌激素渊phy鄄
toestrogen袁PE冤作为一种存在于天然植物中却发挥

雌激素效应的化合物袁备受学者重视袁这些化合物能够

与雌激素受体 ER琢尧ER茁 结合发挥类雌激素效应袁具
有调节成骨细胞和破骨细胞活性及治疗 OP 的作

用咱21暂遥 课题组前期研究发现袁牛膝提取物蜕皮甾酮能

够显著上调原代成骨细胞 ER琢 mRNA 的表达袁发挥

植物雌激素的作用咱22暂袁提示 IS 可能是一种潜在的植

物雌激素遥
故本实验发现袁不同浓度 IS 能在一定程度上抑制

MC3T3鄄E1 细胞的增殖袁明显促进 MC3T3鄄E1 细胞早

期分化和晚期矿化能力袁其机制可能与上调 ER琢 及成

骨分化标志物 mRNA 表达相关遥
利益冲突院无遥
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