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·基础研究·

金丝桃苷对地塞米松诱导骨髓间充质干细胞骨分化的影响

史炎鑫 1，李兴华 1，张 濛 2，白 玉 1*

（1. 郑州市骨科医院，河南郑州 450052；2. 河南省人民医院，河南郑州 450003）

摘要：［目的］观察金丝桃苷（hyperoside）对地塞米松（dexamethasone, Dex）诱导的小鼠骨髓间充质干细胞（bone marrow
mesenchyml stem cells, BMSCs）增殖和成骨分化抑制的影响及分子机制。［方法］小鼠 BMSCs，分为空白对照组（blank control,
BC）、地塞米松组（Dex 组）、Dex+ Hyperoside 1 μmol/L 组（DH-1）、Dex+ Hyperoside 2 μmol/L 组（DH-2）、Dex+ Hyperoside 5
μmol/L 组（DH-5）。采用 CCK8 法检测细胞活力，诱导 BMSCs 成骨分化后，检测碱性磷酸酶（Alkaline phosphatase, ALP）和茜

素红染色细胞矿化；qRT-PCR 法检测 ALP、Runx2 和 Osterix mRNA 相对表达量；Western blot 法检测 PI3K、p-PI3K、AKT、p-
AKT 蛋白表达量。［结果］BMSCs 细胞活性由高至低依次为：BC 组>金丝桃苷各浓度组（DH-1 组、DH-2 组、DH-5 组）> Dex
组，差异有统计学意义（P<0.05）；DH-1 组、DH-2 组和 DH-5 组细胞活性两两比较差异无统计学意义（P>0.05）。ALP 活性由高

至低依次为：BC 组>DH-5>DH-2>DH-1>Dex 组，整体差异有统计学意义（P<0.05）。成骨诱导 14 d 后，Dex 组矿化结节形成最

少，随着 Hyperoside 浓度的增加，矿化结节数量逐渐增多，呈现一定的剂量依赖性。ALP、Runx2 和 Osterix mRNA 表达水平由高

至低均依次为 BC 组>Hyperoside 各浓度组（DH-5 组、DH-2 组、DH-1 组）>Dex 组，整体差异有统计学意义（P<0.05）。与 BC
组相比，Dex 组 p-PI3K/PI3K [(1.0±0.2) vs (0.4±0.1), P<0.05] 和 p-AKT/AKT [(1.0±0.1) vs (0.6±0.1), P<0.05]比值均显著降低。与 Dex
组相比，Hyperoside 组 p-PI3K/PI3K [(0.4±0.1) vs (0.8±0.1), P<0.05] 和 p-AKT/AKT [(0.6±0.1) vs (0.9±0.1) , P<0.05] 比值显著升高

（P<0.05）。［结论］Hyperoside 通过 PI3K/AKT 信号通路减轻了 Dex 诱导的 BMSCs 增殖和成骨分化抑制。
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Effect of hyperoside on dexamethasone-induced osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells // SHI
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Abstract: [Objective] To explore the effect of hyperoside on dexamethasone (Dex)-induced inhibition of proliferation and osteogenic
differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) and the potential molecular mechanism. [Methods] The BMSCs were isolat⁃
ed from mice and cultured in vitro, and were divided into blank control group (BC), Dex group, Dex + hyperoside 1 μM group (DH-1), Dex +
hyperoside 2 μM group (DH-2) and Dex + hyperoside 5 μM group (DH-5). After the osteogenic differentiation of BMSCs was induced, the
cell viability was measured by CCK8 assay, the activity of alkaline phosphatase (ALP) was detected using ALP activity kit, and the mineral⁃
ization level was observed by Alizarin Red S staining. In addition, the mRNA expressions of ALP, Runx2, and Osterix were measured by
qRT-PCR, while protein expressions of PI3K, p-PI3K, AKT, and p-AKT in BMSCs were determine by western blot assay. [Results] The
cell vitality of BMSCs was ranked from high to low as follows: BC group > every hyperoside groups (DH- 1 group, DH-2 group, DH-5
group) > Dex group, which was statistically significant (P<0.05), despite that there was no significant difference in cell vitality among DH-1
group, DH-2 group and DH-5 group (P>0.05). The ALP activity was up-down as BC group >DH-5>DH-2>DH-1>Dex, with a statistically
significant overall difference (P<0.05). After 14 days of osteogenic induction, the formation of mineralized nodules in Dex group was the
least, while which gradually increased with the increase of Hyperoside concentration in a certain dose dependence manner. The mRNA ex⁃
pressions of ALP, Runx2 and Osterix were ranked up-down as the BC>DH-5>DH-2>DH-1>Dex, with a statistically significant overall dif⁃
ference among groups (P<0.05). Compared with those in the BC group, the p-PI3K/PI3K ratio [(1.0±0.2) vs (0.4±0.1), P<0.05] and p-AKT/
AKT ratio [(1.0±0.1) vs (0.6±0.1), P<0.05] in the Dex group significantly reduced. However, compared with those in Dex group, the p-PI3K/
PI3K ratio [(0.4±0.1) vs (0.8±0.1), P<0.05] and p-AKT/AKT [(0.6±0.1) vs (0.9± 0.1), P<0.05] in the hyperoside group significantly in⁃
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creased. [Conclusion] The hyperoside might alleviates Dex- induced inhibition of proliferation and osteogenic differentiation of BMSCs
through PI3K/AKT signaling pathway.

Key words: bone marrow mesenchymal stem cells, hyperoside, osteogenic differentiation, dexamethasone, PI3K/AKT signaling path⁃
way

骨质疏松症是一种以骨密度降低和骨组织微结构

退化为特征的全身性骨骼疾病［1］。成骨细胞是参与骨

形成的主要细胞，越来越多的证据表明成骨细胞功能

障碍会导致骨质流失，是骨质疏松发生的主要原因。

糖皮质激素（glucocorticoid, GC）具有良好的抗炎和

免疫抑制作用，在临床上被广泛用于自身免疫性疾病

和炎症性疾病的治疗［2］。然而，过量或长期服用 GC
会导致部分患者出现骨质流失和骨质疏松，增加骨骼

脆性和骨折风险［3］，这些风险也极大地限制了 GC 的

临床应用价值。骨形成和骨吸收之间平衡遭到破坏在

GC 诱导的骨质疏松症（glucocorticoid-induced osteo⁃
porosis, GIOP）中起着至关重要的作用。GC 抑制成

骨细胞的增殖、分化与成熟，骨形成减少也被认为

是 GIOP 发生的重要机制［4］。因此，迫切需要找到在

长期使用 GC 治疗期间预防骨质疏松症的方法。

金丝桃苷 （hyperoside） 是一种黄酮类化合物，

已被证明具有抗炎、抗氧化、抗肿瘤等多种生物活

性［5~7］。金丝桃苷可以促进成骨分化及骨形成，在体

内外发挥重要的抗骨质疏松作用。然而，金丝桃苷是

否可以改善 GC 诱导的成骨分化抑制仍不清楚。本研

究旨在探讨金丝桃苷对地塞米松 （dexamethasone,
Dex） 诱导的小鼠骨髓间充质干细胞 （bone marrow
mesenchymal stem cells, BMSCs）成骨分化的影响及其

可能的分子机制。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂

小鼠 BMSCs 购自武汉普诺赛生命科技有限公

司；α-MEM 培养基、胎牛血清、0.25%胰蛋白酶购

自美国 Gibco 公司；碱性磷酸酶 （alkaline phospha⁃
tase, ALP）活性检测试剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒购

自上海碧云天生物技术有限公司；茜素红染液购自广

州赛业生物科技有限公司；抗坏血酸、地塞米松、

β-甘油磷酸钠购自美国 Sigma 公司；细胞计数试剂

盒-8（CCK-8）购自美国 Bimake 公司；RNA 反转录

试剂盒和荧光定量试剂盒购自上海翊圣公司；West⁃
ern blot 一抗 PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT 购自武汉

Proteintech 公司。

1.2 细胞分组及体外处理

取传代后生长良好的第 3 代细胞，接种到细胞培

养板中，细胞密度达到 70%~80%时更换成骨诱导培

养基（α-MEM 完全培养基+100 nmol/L Dex+50 μmol/
L 抗坏血酸+10 mmol/L β-甘油磷酸钠）。实验分为：

（1） 空白对照组 （blank control, BC）；（2） Dex 组；

（3） Dex + Hyperoside 1 μmol/L 组 （DH- 1）；（4）
Dex+ Hyperoside 2 μmol/L 组（DH-2）；（5）Dex+ Hy⁃
peroside 5 μmol/L 组 （DH-5） 组。Dex 组和 Hypero⁃
side 干预组均含有 1 μmol/L 的 Dex。
1.3 检测方法

1.3.1 细胞增殖 CCK-8 检测

将 BMSCs 以 3×103/孔的密度接种于 96 孔板，第

2 d 更换为新鲜培养基，按上述分组分别加入 Dex 和

不同浓度金丝桃苷（1、2、5 μmol/L）进行干预。培

养 72 h 后，避光条件下每孔加入 10 μl CCK-8 溶液，

置于细胞培养箱中继续培养 1 h。使用酶标仪检测

450 nm 波长下的吸光值。每组 3 个复孔，实验总体重

复 3 次，分析细胞活力变化，细胞活性=（OD 实验

组-OD 空白组） /（OD 对照组-OD 空白组）×100%。

1.3.2 ALP 活性测定

将 BMSCs 以 3×104/孔的密度接种于 24 孔板，当

细胞达到 70%~80%融合时，更换为成骨诱导培养

基，按实验分组加入相应浓度的 Dex 和 Hyperoside，
每 3 d 换液 1 次，干预第 7 d 收集各组细胞，于冰上

加入 RIPA 裂解液，离心收集上清，BCA 法测定各组

细胞蛋白浓度，参照 ALP 检测试剂盒说明，使用酶

标仪检测 520 nm 波长下各孔的吸光值，每组 3 个复

孔，实验总体重复 3 次，以 BC 组为参照，分析各组

ALP 活性。

1.3.3 茜素红成骨矿化检测

将 BMSCs 以 3×104/孔的密度接种于 24 孔板，当

细胞达到 70%~80%融合时，更换为成骨诱导培养

基，按实验分组加入相应浓度的 Dex 和 Hyperoside，
每 3 d 换液 1 次，干预 14 d 后，用 dd H2O 洗涤细胞

3 次，室温下用 4%多聚甲醛固定细胞 15 min，去除

固定液，再次用 dd H2O 洗涤细胞 3 次，加入茜素红

染液染色 10 min，去除染色液，dd H2O 清洗后显微

镜下拍照，观察各组矿化结节的形成情况，评估成骨
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矿化水平。

1.3.4 qRT-PCR 检测

将 BMSCs 以 1×105/孔的密度接种于 6 孔板，当

细胞达到 70%~80%融合时，更换为成骨诱导培养

基，按实验分组加入相应浓度的 Dex 和 Hyperoside，
每 3 d 换液 1 次，按上述分组干预 7 d 后，提取细胞

总 RNA 并测定浓度。以 RNA 为模板，反转录合成

cDNA，配制成 20 μl 反应体系进行扩增。以 GAPDH
为内参，采用 2-ΔΔCt 法计算 ALP、Runx2、Osterixm⁃
RNA 相对表达量，实验总体重复 3 次。

1.3.5 Western blot 检测

干预 7 d 后，收集细胞，冰上加入 RIPA 裂解

液，离心后收集上清液，测定各组样品中的蛋白浓度

并在金属水浴锅中煮沸 10 min 变性。取 30 μg 蛋白

样品上样于 7.5% SDS-PAGE 凝胶，经电泳、转膜

后，5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入一抗 4℃孵育过

夜，TBST 洗膜 3 次，加入相应种属二抗室温孵育 1
h，TBST 洗膜 3 次后 ECL 超敏试剂盒显色，使用

Biorad 凝胶成像系统曝光拍照，Image J 软件对各蛋

白条带进行定量分析。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 22.0 和 GraphPad Prism 8 软件对数据

进行处理分析。计量资料以 x̄ ±s 表示，资料呈正态

分布时，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；资料呈非正态分布时，采用

秩和检验。P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 细胞增殖

CCK-8 法检测 BMSCs 的增殖结果见表 1。BMSCs
细胞增殖由高至低依次为：BC 组>金丝桃苷各浓度组

（DH-1 组、DH-2 组、DH-5 组）> Dex 组，差异有统

计学意义（P<0.05）；DH-1 组、DH-2 组和 DH-5 组

细胞活力两两比较差异无统计学意义（P>0.05）。
2.2 ALP 活性检测

ALP 活性检测结果见表 1。与 BC 组相比，Dex
组、DH-1 组、DH-2 组和 DH-5 组细胞的 ALP 活性

显著降低 （P<0.05）。随着金丝桃苷浓度的升高，

DH-1 组、DH-2 组和 DH-5 组的 ALP 活性逐渐增

加，且均显著高于 Dex 组（P<0.05）。ALP 活性由高

至低依次为：BC 组>DH-5>DH-2>DH-1>Dex 组，整

体差异有统计学意义（P<0.05）。
2.3 茜素红成骨矿化

茜素红染色观察见图 1。成骨诱导 14 d 后，各组

均有矿化结节形成；BC 组中矿化结节形成最多，Dex
组矿化结节形成最少，DH-1 组、DH-2 组和 DH-5 组

矿化结节数量介于 BC 组和 Dex 组之间；随着金丝桃

苷浓度的增加，DH-1 组、DH-2 组和 DH-5 组矿化结

节数量逐渐增多，呈现一定的剂量依赖性。

图 1 5 组 BMSCs 茜素红染色所见。1a: BC 组形成大量红色矿化结节；1b: Dex 组形成的红色矿化结节最少；1c: DH-1 组红

色矿化结节数量多于 Dex 组，明显少于 BC 组；1d: DH-2 组红色矿化结节数量多于 DH-1 组，少于 BC 组；1e: DH-5 组红色

矿化结节数量多于 DH-2 组，稍少于 BC 组。

2.4 qRT-PCR 检测

qRT-PCR 检测成骨标志物表达水平见表 1。
ALP、Runx2 和 Osterix mRNA 表达水平由高至低均依

次为 BC 组> Hyperoside 各浓度组（DH-5 组、DH-2
组、DH-1 组） > Dex，整体差异有统计学意义（P<

0.05）。随着金丝桃苷浓度的升高，DH-1 组、DH-2
组和 DH-5 组细胞中 ALP、Runx2、Osterix 的表达

量呈剂量依赖性增加 （P<0.05）。因此，作者选择

5 μmol/L 浓度的金丝桃苷用于后续研究。
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2.5 Western blot 检测

Western blot 检测 PI3K/AKT 信号通路中 PI3K 和

AKT 及其磷酸化蛋白表达量，结果见图 2 和表 2。与

BC 组相比，Dex 组 p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 比值

均降低（P<0.05）。与 Dex 组相比，Hyperoside 组 p-
PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 比值显著升高（P<0.05）。

3 讨 论

成骨细胞的增殖和分化活性是骨形成的关键，对

维持骨密度和骨骼健康起着至关重要的作用［8］。GC
已被证实能够显著降低成骨细胞的活力，促进成骨细

胞凋亡并损害其功能，从而导致骨质疏松症的发生和

进展［9］。GIOP 是最常见的继发性骨质疏松症［10］，维

持成骨细胞的活性及促进成骨分化可能是治疗 GIOP
的有效手段。

最近的研究表明，黄酮类化合物广泛参与成骨分

化和破骨分化的调节，在骨发育和骨代谢中发挥重要

的调控作用［11， 12］。据报道，黄酮类化合物可通过

Wnt/β-catenin、ERK、PI3K/AKT 等多种信号通路调

控成骨特异性标志物 ALP、Runx2、Osterix 的表达，

从而调节成骨分化的过程。研究表明，漆黄素能够阻

断 GSK-3β 介导的 β-catenin 蛋白降解，增强 β-
catenin 的核转位来促进成骨特异性标志物 Runx2 等

基因的转录，激活 Wnt 信号通路，从而促进成骨分

化，在体内外展现出良好的成骨活性［13］。橙皮素通

过激活 ERK 信号通路增加了 ALP 活性及基质矿化，

改善了 Dex 对成骨分化的抑制作用［14］。在骨质疏松

动物模型中，槲皮素提高了骨密度，增加骨量和骨骼

的负荷及弹性，有效阻止了卵巢切除引起的骨丢

失［15］。以上研究结果表明，黄酮类化合物有望成为

治疗骨质疏松症的生物活性剂。

BMSCs 是一种多能干细胞，可向成骨细胞分

化，在骨骼发育、组织修复和再生中发挥重要作

用［16］。因此，BMSCs 增殖能力和活性受到抑制是骨

质疏松症发生的重要原因［17］。在本研究中，Dex 干

预显著抑制了 BMSCs 的活力，金丝桃苷的干预则有

效的减轻了 Dex 诱导的 BMSCs 增殖抑制，恢复了细

胞活力，促进了 BMSCs 的存活。ALP 是早期成骨分

化的重要标志物，基质矿化则发生在成骨分化的最后

阶段，是晚期成骨分化的重要指标［18］。本研究表

明，Dex 降低了 BMSCs 中 ALP 的活性和矿化结节的

形成。金丝桃苷能够提高 ALP 的活性，上调成骨分

化标志基因 ALP、Runx2 和 Osterix 的表达，促进细

胞外基质的矿化。以上结果表明，Dex 减弱了 BMSCs
的成骨矿化能力，金丝桃苷改善了 BMSCs 的增殖活

力，并且以剂量依赖性的方式减轻 Dex 环境下的成

表 1 五组细胞检测结果（n=3， x̄ ±s）与比较

指标

细胞增殖（%）

ALP 活性检测

qRT-PCR 检测

ALP
Runx2
Osterix

BC 组

100.0±4.7
1.0±0.1

1.0±0.0
1.0±0.1
1.0±0.0

Dex 组

70.0±3.0
0.5±0.0

0.6±0.0
0.7±0.0
0.6±0.0

DH-1 组

86.1±1.8
0.7±0.0

0.7±0.1
0.8±0.1
0.8±0.0

DH-2 组

86.4±3.2
0.7±0.0

0.7±0.0
0.8±0.0
0.8±0.0

DH-5 组

84.8±2.0
0.8±0.0

0.8±0.0
0.9±0.0
0.9±0.0

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

图 2 Western blot 检测金丝桃苷对 PI3K/AKT 信号通路中

PI3K和 AKT及其磷酸化蛋白表达的影响与 BC组相比，Dex
组 p-PI3K/PI3K 和 p-AKT/AKT 比值降低。Hyperoside 组

p-PI3K/PI3K和 p-AKT/AKT比值低于 BC组，高于 Dex组。

表 2 三组细胞中Western blot检测结果（n=3， x̄±s）与比较

检验指标

p-PI3K/PI3K
p-AKT/AKT

BC 组

1.0±0.2
1.0±0.1

Dex 组

0.4±0.1
0.6±0.1

Hyperoside 组

0.8±0.1
0.9±0.1

P 值

0.004

0.003
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骨分化抑制。

为了探索金丝桃苷在 GC 环境下保护 BMSCs 的

分子机制，作者观察了金丝桃苷干预后 PI3K/AKT 信

号通路的变化。PI3K/AKT 信号通路参与介导多种细

胞活动，例如免疫调节、炎症反应、肿瘤发生、细胞

增殖和分化等过程［19，20］。PI3K/AKT 信号通路是调节

成骨细胞增殖和存活的重要信号通路［21，22］。本研究

发现，Dex 干预下，BMSCs 成骨分化过程中 AKT 和

PI3K 的磷酸化表达水平明显降低，金丝桃苷的干预

有效逆转了这一过程，表明 Dex 可通过阻断 PI3K/
AKT 信号通路的活化抑制 BMSCs 增殖和成骨分化。

因此，作者认为金丝桃苷通过调节 PI3K/AKT 信号通

路改善 Dex 诱导的 BMSCs 增殖能力下降和成骨分化

抑制。

综上所述，本研究进一步证实了 Dex 通过抑制

PI3K/AKT 信号通路的活化抑制成骨分化。金丝桃苷

减轻了 Dex 对 BMSCs 成骨分化的抑制，其机制可能

与激活 PI3K/AKT 信号通路有关，为激素引起骨质疏

松的治疗提供研究方向和理论参考，也为后期体内激

素性骨质疏松动物模型的研究奠定基础。
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