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·基础研究·

黄豆黄苷对地塞米松诱导成骨细胞凋亡的影响△

李润泽 1，刘启彬 1，陈长军 1，马小杰 2，宫傲 2，张磊 1*
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摘要：［目的］探讨黄豆黄苷（glycitin, GL）对地塞米松（dexamethasone, DEX）诱导的成骨细胞凋亡和氧化应激损伤的保

护作用，并探讨其可能的分子机制。［方法］应用 DEX 刺激 MC3T3-E1 细胞模拟激素性股骨头坏死（glucocorticoids-induced os⁃
teonecrosis of the femoral head, GC-ONFH）体内的激素环境， 根据细胞处理不同分为 3 组，对照组（blank control, BC）：培养基

中加入等量的 PBS；DEX 组：培养基中加入浓度为 100 μmol/L 的 DEX；DEX+GL 组（dexamethasone+glycitin, DEX+GL）：培养

基中加入浓度为 100 μmol/L 的 DEX 以及浓度为 15 μmol/L 的 GL，干预时间为 24 h，不分时间组。MC3T3-E1 细胞传代常规培

养 48 h 后，将细胞培养基更换为成骨诱导培养基。［结果］流式细胞检测方面，与 BC 组比较，DEX 组细胞凋亡率显著增加，与

DEX 组相比，DEX+GL 组细胞凋亡率显著降低 [(9.8±1.5)% vs (17.7±1.4)% vs (13.6±0.4)%, P<0.001]。RT-qPCR 检测方面，BC 组，

DEX 组和 DEX+GL 组的基因表达水平分别为，Collagen I [(1.0±0.0) vs (0.5±0.3) vs (1.0±0.2), P=0.011]，Runx-2 [(1.0±0.0) vs (0.6±0.1)
vs (1.1±0.0), P<0.001]，Cleaved Caspase 3 [(1.0±0.0) vs (1.3±1.3) vs (0.9±0.0), P=0.002]、Bax [(1.0±0.0) vs (1.4±0.3) vs (0.8±0.1), P=
0.008]，差异均有统计学意义。Western blot 检测方面，与 BC 组相比，DEX 组 ALP、Collagen I、Runx-2、Bcl-2、Wnt3a、β-
catenin 的蛋白表达水平显著下降（P<0.05）；与 DEX 组相比，DEX+GL 组上述蛋白表达水平显著增加（P<0.05）。与 BC 组相比，

DEX 组 Cleaved Caspase 3、Bax 的蛋白表达水平显著增加（P<0.05），与 DEX 组相比，DEX+GL 组上述两指标的蛋白表达水平显

著减少（P<0.05）。与 BC 组相比，DEX 组的细胞绿色荧光显著增强（P<0.05），与 DEX 组相比，DEX+GL 组绿色荧光显著减弱

（P<0.05）。［结论］GL 能够逆转 DEX 介导的成骨细胞成骨抑制、改善 DEX 介导的成骨细胞凋亡增加，保护 DEX 介导的成骨细

胞氧化应激损伤，其机制可能与 GL 激活 Wnt3a/β-Catenin 信号通路有关。
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Abstract: [Objective] To investigate the protective effect of glycitin (GL) on apoptosis and oxidative stress injury of osteoblasts in⁃

duced by dexamethasone (DEX), and to explore its possible molecular mechanism. [Methods] MC3T3-E1 cells were stimulated with DEX to
simulate the hormonal environment in vivo in glucocorticoids-induced osteonecrosis of the femoral head (GC-ONFH). According to different
treatments, the cells divided into 3 groups, including blank control group (BC) with the same amount of PBS added into the medium, the DEX
group with DEX in 100 μmol/L added into the medium, and the DEX+GL group with DEX in 100 μmol/L and GLin 15 μmol/L added to the
medium, and the intervention time of 24 h. The MC3T3-E1 cells were routinely cultured for 48 h, and the cell medium was changed to osteo⁃
genic induction medium. [Results] In term of flow cytometry, the apoptosis rate of DEX group was significantly increased compared with that
of the BC group, while which of DXM+GL group was significantly decreased compared with the DEX group [(9.8±1.5)% vs (17.7±1.4)% vs

(13.6±0.4)%, P<0.001]. In term of RT-qPCR detection, the gene expression levels of BC, DEX and DXM+GL groups were as follows: Colla⁃
gen I [(1.0±0.0) vs (0.5±0.3) vs (1.0±0.2), P=0.011]. Runx-2 [(1.0±0.0) vs (0.6±0.1) vs (1.1±0.0), P<0.001]. cleaved Caspase 3 [(1.0±0.0) vs
(1.3±1.3) vs (0.9 ±0.0), P=0.002], BAX [(1.0±0.0) vs (1.4±0.3) vs (0.8±0.1), P=0.008] respectively, with statistically significant differences
among the 3 groups. In term of western blot assay, protein expression levels of ALP, Collagen I, Runx-2, Bcl-2, Wnt3a and β-catenin in
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DEX group were significantly decreased compared with those in BC group (P<0.05), while which in DXM+GL group were significantly in⁃
creased compared with those in the DEX group (P<0.05). Howerver, the protein expression levels of Cleaved Caspase 3 and BAX in the DEX
group were significantly increased compared with the BC group (P<0.05), while which were significantly decreased in the DXM+GL group
compared with those in DEX group (P<0.05). The green fluorescence of DEX group was significantly enhanced compared with that in the BC
group (P<0.05), whereas which in DXM+GL group was significantly weakened compared with that in the DEX group (P<0.05). [Conclu⁃
sion] GL does reverse DEX-mediated osteoblast inhibition, improve DEX-mediated osteoblast apoptosis, and protect Dex-mediated osteo⁃
blast oxidative stress injury, which may be related to the activation of Wnt3a/β-Catenin signaling pathway by GL.

Key words: glycitin, osteoblast, osteogenic differentiation, apoptosis, ROS, Wnt/β-Catenin

激素性股骨头坏死 （glucocorticoids-induced os⁃
teonecrosis of the femoral head, GC-ONFH） 是一种难

治性骨病，好发于年轻人群，患者常在 2~3 年内发

生股骨头塌陷，其关节功能逐渐丧失［1，2］。糖皮质激

素 （glucocorticoids, GCs） 的使用是其重要的诱因，

DEX 属于重要的 GCs。GCs 可以引起骨代谢失衡、

局部血运破坏，同时还能够降低成骨细胞 （osteo⁃
blast, OB） 成骨活性，促进破骨细胞 （osteoclast,
OC）破骨活性，降低骨髓间充质干细胞（bone mar⁃
row stromal stem cells, BMSCs） 成骨分化能力并增加

其成脂分化，股骨头随病情进展不断塌陷［3~5］。股骨

头坏死的保头治疗方式众多，但其疗效仍有限，许多

患者仍无法摆脱全髋关节置换术（total hip arthroplas⁃
ty, THA）的命运。

GC-ONFH 的发病机制众多，目前研究发现炎症

性骨免疫介导的骨代谢失衡在其发病中发挥关键作

用。研究发现，T 细胞亚群失衡可以增加股骨头内破

骨性 T 细胞的表达，进而促进了股骨头的骨吸收和

股骨头塌陷［6］。此外，坏死骨组织可以增加促炎性

M1 型巨噬细胞的比例，导致慢性炎症进而干扰骨修

复［7］。其中，M1 型巨噬细胞还能够增加 BMSCs 和骨

细胞的凋亡而参与 GC-ONFH 进展，其机制与 M1 巨

噬细胞分泌的 TNF-α 激活 NF-κB 信号通路有关，清

除 M1 型巨噬细胞能够延缓 GC-ONFH 进展［8］。GCs
还可通过调节内质网应激诱导 OB、BMSCs 以及内皮

细胞的凋亡（apoptosis），导致血运受损、骨修复障

碍而导致股骨头坏死发生，而干预细胞凋亡则能够对

GC-ONFH 产生治疗作用［9］。此外，GCs 通过抑制

Wnt 信号通路、干扰骨介导骨代谢障碍而参与 GC-
ONFH 发病，而激活 Wnt 信号通路，抑制骨细胞的

凋亡、促进骨形成及血管新生则可对 GC-ONFH 产生

治疗作用［10］。在众多的骨细胞中，OB 是介导 GC-
ONFH 发病、促进骨形成的关键细胞之一［11］。

黄酮类化合物是一类广泛存在于食物和药物中的

多酚化合物，其生物活性众多且毒副作用低，具有良

好的应用前景［12］；根据化学结构的不同，黄酮类化

合物可分为黄酮、异黄酮、二氢异黄酮等。其中，黄

豆黄苷（glycitin, GL）是异黄酮衍生出来的一种化合

物，其结构与雌激素相同［13］。GL 药用作用广泛，具

有抗菌、抗病毒、抗衰老等作用［14］。有研究指出，

GL 可通过其抗炎作用抑制 NF-κB 信号通路，抑制软

骨细胞破坏、延缓骨关节炎进展［15］。也有研究称，

GL 可促进 BMSCs 成骨分化并抑制其成脂分化［16］。

但是 GL 抑制 GCs 介导的成骨细胞凋亡、促进其成骨

分化及相关分子机制仍未阐明。因此，本文将探讨

GL 调控 GCs 介导的成骨细胞凋亡及其成骨分化的分

子机制，为进一步挖掘 GL 在激素性股骨头坏死治疗

中的作用奠定新的理论基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

MC3T3-E1 细胞系购自上海中乔新舟公司；地塞

米松、GL 购自 MCE 公司；α-MEM 培养基、胎牛血

清、青霉素/链霉素双抗购自 Gibco 公司；成骨诱导

培养基购自赛业（广州）生物科技有限公司；RNA
提取试剂盒、荧光定量逆转录试剂盒购自 Vazyme 公

司；Runx-2、Collagen I、Bax、Bcl-2、Cleaved Cas⁃
pase 3、Wnt3a、β-catenin 购自 Cell Signaling 公司；

β-actin 购自 Proteintech 公司；活性氧（ROS）检测

试剂盒购自赛维尔公司。

1.2 细胞分组与体外处理

将 MC3T3-E1 细胞接种于含 10%胎牛血清、1%
青霉素/链霉素双抗的 α-MEM 培养基，并置于 37℃、

5% CO2的培养箱中培养，细胞生长至 80%融合度时传

代。根据既往文献确定了地塞米松（dexamethasone,
DEX） 的浓度为 100 μmol/L，GL 浓度为 15 μmol/
L［9, 15］。根据细胞处理不同，将细胞分为 3 组，稀释达

六孔板密度要求后，每组两孔，加入六孔板，分组及

处理方式为：对照组（blank control, BC）：培养基中
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加入等量的 PBS；DEX 组：培养基中加入浓度为

100 μmol/L 的 DEX；DEX+GL 组（dexamethasone+gly⁃
citin, DEX+GL）：培养基中加入浓度为 100 μmol/L 的

DEX 以及浓度为 15 μmol/L 的 GL，干预时间为 24 h，
不分时间组。MC3T3-E1 细胞传代常规培养 48 h 后，

将细胞培养基更换为成骨诱导培养基。

1.3 检测方法

1.3.1 流式细胞检测

收集经胰酶消化后的 BC 组、DEX 组、DEX+GL
组细胞，离心后去上清，剩余产物用 PBS 重悬；根

据试剂商提供的说明书，将样品与 500 μl 缓冲液、

5 μl Annexin V-FITC 和 5 μl PI 混合避光反应 15
min，然后用流式细胞仪检测细胞凋亡情况，对细胞

的不同状态（主要是早凋、晚凋与死亡）进行比例和

数量分析并计算凋亡率。

1.3.2 RT-qPCR 检测

实时定量 PCR 检测 mRNA 的表达情况。将细胞

常规培养 48 h 后，继续成骨诱导培养 48 h。根据试

剂商提供的说明书，使用 Trizol 提取 BC 组、DEX
组、DEX+GL 组细胞的总 RNA，先逆转录为 cDNA，

再进行实时定量 PCR，检测 Runx- 2、Collagen I、
Bax、Cleaved Caspase 3 的表达水平，平行重复 3
次。使用 GAPDH 作为内参，以 2 -ΔΔCt 来计算上述

基因 mRNA 的相对表达量［17］。所用的 PCR 引物序列

见表 1。

1.3.3 Western blot 检测

采用 Western blot 法检测各组细胞中凋亡指标

（Bax、Cleaved Caspase 3、Bcl-2）、成骨指标（ALP、
Collagen I、Runx-2）蛋白表达水平变化情况：将细胞

常规培养 48 h 后，继续成骨诱导培养 48 h。根据试剂

说明，使用 BCA 检测试剂盒计算蛋白质样品的浓度，

然后依次进行了电泳、转膜、封闭、敷一抗、敷二

抗、显影等操作，并以 β-actin 作为内参蛋白，使用

Image J 计算 Bax、Cleaved Caspase 3、Bcl-2、ALP、
Collagen I 和 Runx-2 蛋白的相对表达量［18］。

1.3.4 ROS 检测

按 ROS 测试盒说明书操作，配置 2′、7′-二氯荧

光素二乙酸酯工作液，并与洗涤后的 BC 组、DEX
组、DEX+GL 组 MC3T3-E1 细胞孵育，避光孵育 30
min，PBS 缓冲液洗涤后在荧光显微镜下观察细胞内

活性氧自由基的含量［19］。每个实验重复 3 次。

1.4 统计学方法

采用 GraphPad Prism 8.4.2 软件 （San Diego, CA,
USA）进行统计分析。对于符合正态分布的计量数据

以 x̄ ±s 表示。两组间比较采用独立样本 t 检验，多组

间比较采用单因素方差分析。P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 流式细胞检测

流式细胞术检测结果见图 1 及表 2，与 BC 组比

较，DEX 组细胞凋亡率显著增加（P<0.05）；与 DEX
组相比，DEX+GL 组细胞凋亡率显著降低（P<0.05）。
2.2 RT-qPCR 检测

qPCR 结果见表 2，与 BC 组相比，DEX 组 Colla⁃
gen I、Runx-2 的基因表达水平显著下降（P<0.05）；

与 DEX 组相比，DEX+GL 组上述指标的基因表达水

平显著增加 （P<0.05）。与 BC 组相比，DEX 组

Cleaved Caspase 3、Bax 的基因表达水平显著增加

（P<0.05），与 DEX 组相比，DEX+GL 组 其基因表达

水平显著下降（P<0.05）。
2.3 Western blot 检测

Western blot 结果见表 2，与 BC 组相比，DEX 组

ALP、Collagen I、Runx-2、Bcl-2、Wnt3a、β-catenin
的蛋白表达水平显著下降 （P<0.05），与 DEX 组相

比，DEX+GL 组上述检测指标的蛋白表达水平显著增

加 （P<0.05）。与 BC 组相比，DEX 组 Cleaved Cas⁃
pase 3、Bax 的蛋白表达水平显著增加（P<0.05），与

DEX 组相比，DEX+GL 组上述两指标蛋白的表达水

平显著下降（P<0.05）。
2.4 ROS 检测

ROS 检测结果见图 1 及表 2，与 BC 组相比，

DEX 组细胞的绿色荧光显著增强（P<0.05），与 DEX
相比，DEX+GL 组绿色荧光显著减弱（P<0.05）。

表 1. 实时定量 PCR 引物序列

Gene symbol (Mus)
GAPDH

Runx-2

Collagen I

Cleaved Caspase-3

Bax

Primer sequences (5'–3')
Forward: AGAACATCATCCCTGCATCC

Reverse: AGTTGCTGTTGAAGTCGC
Forward: ATGCTTCATTCGCCTCACAAA
Reverse: GCACTCACTGACTCGGTTGG

Forward: CGGACCTAAAGGGGAGATGG
Reverse: CCAGCCGCACTGAATTGAGT
Forward: CATGGGAGCAAGTCAGTGGA

Reverse: TGACATTCCAGTGCTCTTATGGA
Forward: ACCAGGGTGGCTGGGAAG
Reverse: CCTTTCCCCTTCCCCCATTC

Table 1. Real-time quantitative PCR primer sequence
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图 1. 3 组细胞流式细胞和 ROS 检测所见。1a: BC 组流式细胞检测细胞凋亡率结果；1b: DEX 组流式细胞检测细胞凋亡率结

果；1c: DEX+GL 组流式细胞检测细胞凋亡率结果；1d: BC 组 ROS 荧光染色结果；1e: DEX 组 ROS 荧光染色结果；1f: DEX+
GL 组 ROS 荧光染色结果。

Figure 1. Three groups of cells observed by flow cytometry and ROS assay. 1a: Flow cytometry in BC group was used to detect apoptosis
rate; 1b: Flow cytometry in DEX group was used to detect apoptosis rate; 1c: Flow cytometry in DEX+GL group was used to detect apopto⁃
sis rate; 1d: Results of ROS fluorescence staining in BC group; 1e: Results of ROS fluorescence staining in DEX group; 1f: Results of
ROS fluorescence staining in DEX+GL group.

表 2. 三组细胞检测结果比较

指标

流式检测细胞凋亡 (%, x̄ ±s)
RT-qPCR 检测 (相对表达量, x̄ ±s)

Collagen I
Runx-2
Cleaved Caspase-3
Bax

Western blot 检测 (相对表达量, x̄ ±s)
ALP
Collagen I
Runx-2
Cleaved Caspase-3
Bax
Bcl-2
Wnt3a
β-catenin

ROS 检测 (相对表达量, x̄ ±s)
ROS

BC 组（n=3）
9.8±1.5

1.0±0.0
1.0±0.0
1.0±0.0
1.0±0.0

1.0±0.0
1.0±0.0
1.0±0.0
1.0±0.0
1.0±0.0
1.0±0.0
1.0±0.0
1.0±0.0

1.0±0.0

DEX 组（n=3）
17.7±1.4

0.5±0.3
0.6±0.1
1.3±1.3
1.4±0.3

0.7±0.1
0.7±0.1
0.5±0.1
1.6±0.1
1.3±0.1
0.7±0.0
0.7±0.1
0.8±0.1

2.0±0.2

DEX+GL 组（n=3）
13.6±0.4

1.0±0.2
1.1±0.0
0.9±0.0
0.8±0.1

0.9±0.1
1.0±0.0
0.9±0.1
1.2±0.1
1.1±0.1
0.9±0.1
1.0±0.1
1.1±0.1

1.3±0.1

P 值

<0.001

0.011

<0.001

0.002

0.008

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

0.002

<0.001

0.003

<0.001

Table 2. Comparison of detection results among the 3 groups

BC 组 DEX 组 DEX+GL 组

Flowcytometry

ROS
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3 讨 论

激素性股骨头坏死是一种骨科难治性疾病，其治

疗效果往往不佳，患者病情进展后常常因为严重的关

节功能障碍而威胁患者的正常生活［1］。而长期或过度

使用 GCs 也是引起非创伤性股骨头坏死，特别是

GC-ONFH 最常见的原因［4］。虽然 GC-ONFH 发病机

制尚未完全明确，但细胞成骨分化障碍、血管生成受

阻、细胞凋亡等因素已被认为在其发病中发挥关键作

用，而成骨细胞凋亡是 GC-ONFH 的重要细胞学改

变［9］。本研究进一步验证了 GC-ONFH 发病机制，即

在 GCs 的持续作用下，引起成骨细胞凋亡的同时，

降低其成骨分化能力，使得股骨头内骨代谢处于负平

衡状态，引起骨修复障碍，破坏股骨头内的骨支撑结

构，进而引发股骨头塌陷，上述结果与既往研究一

致［11］。

Runx2、ALP、Collagen I、OCN 是成骨分化过程

中的主要调控因子，与成骨细胞的功能密切相

关［20，21］。本研究表明，与对照组相比，DEX 处理后

MC3T3-E1 细胞中的 Runx-2、Collagen I、ALP 的表

达出现显著降低，提示 DEX 可以导致成骨细胞的成

骨能力显著下降。而 GL 处理则显著增加了 GCs 所致

的成骨细胞的成骨能力，增强了其成骨分化潜能，促

进成骨细胞的正常功能的恢复。

细胞凋亡是一种常见的细胞死亡方式。既往研究

证实，Bax 是一种促进凋亡蛋白，而 Bcl-2 则可抑制

细胞凋亡，因此，Bcl-2/Bax 的比率可决定细胞凋亡

的状态；而 Cleaved Caspase 3 是 Caspase 家族中引起

细胞凋亡的具体执行酶［12］。本研究发现 GL 可以下调

DEX 诱导的 Bax 和 Cleaved Caspase 3 表达升高，上

调 DEX 诱导的 Bcl-2 表达降低，证明 GL 对 DEX 诱

导的成骨细胞凋亡具有一定的抑制作用。流式细胞学

结果也进一步验证了上述结果的一致性。本研究发

现，GL 能显著抑制 MC3T3-E1 细胞的凋亡，进而具

有延缓因成骨细胞减少所致的骨质流失的潜在作用。

线粒体是细胞能量代谢的中心，并在细胞凋亡调

控中发挥关键作用。研究表明，线粒体的功能紊乱可

引发严重代谢中断并产生大量 ROS， 过多的 ROS 会

降低细胞活性并引发细胞凋亡 ［22］。有研究发现，

DEX 可促进成骨细胞内 ROS 的产生，并降低线粒体

膜电位，引起成骨细胞的凋亡［23］。而活性氧清除剂

可以通过消除 ROS，进而减轻线粒体自噬和细胞凋

亡，从而恢复成骨细胞的正常功能［24］。在本实验

中，GCs 能够增加 MC3T3-E1 细胞 ROS 的产生，而

加入 GL 后其 ROS 的产生减少。这表明，GL 可以通

过抑制 ROS 的产生，进而有助于减轻成骨细胞的凋

亡，并促进其正常功能的恢复。

Wnt/β-catenin 信号通路在调节成骨细胞分化、

活性氧的产生和凋亡过程中发挥重要作用，与 GC-
ONFH 的发病有密切联系［10，25，26］。研究表明，大量

ROS 产生后可通过抑制性激活 β-catenin 信号通路，

来激活 Cleaved Caspase 3 而诱导细胞凋亡［25］。而激

活 Wnt/β-catenin 信号通路则可通过抑制过氧化应

激，恢复成骨细胞的正常功能，进而促进其成骨分化

和骨修复 ［26］。其中，Wnt3a 可通过上调 Wnt/β-
catenin-信号通路，促进成骨细胞的成骨分化及其介

导的骨修复，进而促进骨微结构的修复［27，28］。本研

究进一步发现， GCs 可以抑制 Wnt/β-catenin-信号通

路，而 GL 则可通过 Wnt3a 激活 Wnt/β-catenin 信号

通路，这可能是 GL 参与保护 DEX 诱导的成骨细胞

凋亡、成骨障碍和氧化应激损伤的重要机制。

综上所述，本研究首次证明了 GL 能够改善 GCs
介导的成骨细胞凋亡、成骨阻抑及氧化应激损伤，

其机制可能与激活 Wnt/βcatenin 信号通路有关。因

此， GL 有可能成为一种很有前途的防治 GC-ONFH
的黄酮类化合物。本研究具有以下局限性：（1）未在

动物模型中研究 GL 对 GC-ONFH 干预的效应及相应

调控机制；（2） 未在其他细胞模型，如破骨细胞、

BMSCs 及内皮细胞等研究 GL 的治疗作用。因此，后

续实验可针对上述不足开展进一步深入研究，进一步

提高本实验的科学性，并为防治早期 GC-ONFH 提供

新思路和更完善的理论依据。
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