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异黄酮类药 Genistein对原代培养大鼠成骨 

细胞增殖、分化、钙含量及矿化功能的影响 

李大为 秦林林 

【摘要】 目的 了解异黄酮类药 Genistein对体外培养成骨细胞的作用。方法 应用 MTI"法 、 

对硝基苯磷酸盐法、原子吸收分光光度法及茜素红染色方法观察 Genistein对体外培养成骨细胞的增 

殖、AIJP表达、基质钙含量及矿化结节形成的影响。结果 Genistein具有刺激成骨细胞增殖，提高 

AIJP活性，细胞基质钙含量及矿化结节形成的数量的作用。结论 Genistein具有刺激体外培养成骨 

细胞增殖 、分化成熟及促进矿化的作用。 

【关键词】 Genistein；细胞培养 ；成骨细胞 

Effects of Genistein Oil proliferation．di rentiafion．content of matrix ca]ci哪 and mineralization of cu1． 

tured osteoblasts in vitro Dawei，QIN Linlin．Department of Clinical Laboratory．Tongren Hospital，Be~iing 

lO0730．China 

【Abstract】 0bjec~ve To study the effects of Genisteina kind of substance from isoflavont on cultured 

osteoblasts n vitro．Methods Mtit，PNPP，atomic absorptiometry and ARS were used to observe the prolifera— 

tion，activity of ALP，contents of matrix calcium and the number of mineral nodes of osteoblasts cultured vitro． 

Results It was found that Genistein had the effects on stimulating the proliferation．ALP activity．increasing the 

contents of matrix calcium and the number of mineral nodes of cultured osteoblasts．Conclusion Genistein has 

the effects Oil stimulating the proliferation，differentiation，maturation and mineralization of cultured osteoblasts／n 

vitro． 
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植物雌激素是指一大类在结构和功能上与雌二 

醇相类似的物质，包括 lignan、异黄酮、库玛斯坦。 

Genistein是一种重要的异黄酮类物质。我们以增 

殖、分化、基质钙含 量及矿化功 能为指标，观察 

Genistein对体外培养成骨细胞的影响，旨在为骨质 

疏松症防治药物研究提供一定的依据。 

材料和方法 

1．动物：出生 24 h SD大鼠，SPF级，购自北京维 

通利华 实 验动 物技 术 有 限公 司，许 可证 编 号： 

SCXKIl一00—0008。 

2．主要试剂：Genistein，MTF，DMSO，维生素 c， 

SIGMA公司产品；MEM培养基，胰蛋白酶，Ⅱ型胶原 

酶，GIBCO公司产品；标准胎牛血清，Hyclone公司产 

品；B甘 油磷 酸钠 ，Fluka AG产 品；对硝基 苯磷酸 二 

钠 ，购 自中国医药公司北京采购站 ；对硝基酚 ，购 自 

北京理工大学科技开发公司；茜素红，购自北京化学 
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试剂公司；其余试剂均为分析纯级。 

3．成骨细胞的原代培养⋯：取新生(出生 24 h 

以内)大鼠，用温水、肥皂清洗 3遍，去除体表杂物。 

将大鼠放入 75％酒精 中消毒，将大鼠断颈处死，无 

菌取头盖骨，剔除粘附的结缔组织和血管，将头盖骨 

切碎 ，经 0．25％胰蛋 白酶消化 15 min，每 3 min振荡 

1次 ，弃去消化液。以0．1％II型胶原酶在 37℃消化 

60 min，每 5 min振荡 1次 ，消化液离心 1000 rpm，8 

rain；收集细胞，接种于含 l5％胎牛血清的 MEM培 

养液的培养瓶中，培养瓶置 37~C培养箱，24 h换液。 

4．培养细胞的鉴定 

(1)成骨细胞 的形态观察。 

(2)成骨细胞的碱性磷酸酶染色 。 

采用改良的 Gomori氏钙钴法，取培养皿中长满 

成骨细胞 的盖玻片 ，经 95％酒精 固定 10 min，蒸馏水 

冲洗 3次。将盖玻片放入孵育液中37℃，5 h。滴加 

20 g／L(2％)硝酸钴 5 min，流水 冲净。滴加 1％硫化 

胺 5 min，流水冲净，复染。孵育液配方：2％巴比妥 

钠 ，5 ml；3％8一甘油磷酸钠 ，5 ml；2％无水氯化钙 ，lO 
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ml；MgS04·7 H20，0．5 ml；蒸 馏 水 ，2．5 ml；调 至 

pH9．4。对照 ：免去底物，以蒸馏水代替 3％B一甘油磷 

酸钠。 

5．成骨细胞增殖率测定 J 

将细胞消化计数，调节细胞浓度为 l×10 个／ 

ml，于 96孑L板每孑L加0．2 ml，待细胞贴壁后，换含药 

培养基，使各组分别为对照组，Genistein l×10 M，5 

×10 M，l×10 M组 ，培 养 72 h。用 PBS配 MTT 

药液5 mg／ml，于培养结束前4 h，每孑L加 MTr 20I ，4 

h后，将培养基吸出，加入 200 l DMSO。于 37％温 

育 2 h，测 590 nm波长的吸光值。 

6．碱性磷酸酶活性测定 

将培养的细胞消化计数，将细胞浓度调至 2．5 

×10 个／ml，按每孑L 0．5 m1分别加入48孔细胞培养 

板，待细胞贴壁后，将培养液吸出，换入含药培养基， 

使各组分别为对照组。Genistein l x 10 M。5×10 

M，l×10 M组。培养 48或 72 h后，将培养板中培 

养基吸出，用 PBS 0．5 ml／孑L洗 3遍 。加 入 Triton—XIO0 

l00 ，冻 、溶 三遍 后，取 细 胞 液 50 ，加 入 50 l 

PNPP。标准组加入对硝基酚 0，10，20，30，40，50 l， 

用 PNPP补足至 100 ，放于 37 c【=培养箱 中，15 min， 

用 0．2N NaOH 50 终 止反应 ，用 酶标仪于 405 nm 

波长检测 OD值。 

7．细胞基质钙含量测定 

将细胞消化计数，取 l2孑L板，每孑L加入细胞数 

5×104个 ，培养基 2 ml。待 细胞贴 壁后 ，吸 出培养 

基，换入含药培养基，使各组分别为对照组，Genistein 

l×10 M，5×10 M，l×10～，隔天换液。培养 18d 

后将培养基吸出，PBS洗两次，用 0．2N NaOH l ml溶 

解细胞及 间质，于 422．7 nm波长 ，在原子 吸收分光 

光度仪上测定每孑L总 ca2 含量。 

8．茜素红染色显示矿化结节 J 

将细胞消化计数，按每孔 l×10 个将细胞加入 

6孑L板 ，培养基 3 ml。待 细胞贴壁后 。吸 出培养基 ， 

换人含 50 ∥rnl维生素 c，10 mmo]／L B一甘油磷酸钠 

的培养基。使各组分别为对照组，Genistein l×10 

M，5×10 M，l×10 M组 ，隔天换液。培养 18 d后 

将培养基 吸出 ，用 PBS洗 板 3次 ，95％ 乙醇 固定 l0 

min，0．1％茜素红溶液染色 30 min，蒸馏水洗，镜下 

计数矿化结节数。 

9．统计学分析 

用 SPSS 9．0软件对实验数据进行分析，实验结 

果以平均数 -i-标准差表示。组间比较采用 t检验。 

结 果 

1．成骨细胞的形态观察 

在倒置相差显微镜下观察 ，成骨细胞呈三角形 、 

多角形和纺锤形，胞浆丰富的向外伸展。伸出几个突 

起与邻近的细胞伸出的突起相联。胞核大而清晰， 

呈圆形或卵圆形 ，含 l～2个核仁。 

2．成骨细胞的碱性磷酸酶染色 

细胞胞浆 内有棕黑色沉淀并掩盖于细胞核上 ， 

染色呈强阳性 。对照组阴性。 

3．成骨细胞增殖率测定 

实验结果 表 明，Genistein 5×10 M。l×10 M 

作用于细胞 72 h，与对照组相比可增加吸光值，其中 

l×10 M 组增 加 有显 著性 ，P值 小 于 0．005。 

Genistein l×10 M可降低吸光值，但差异无显著性 

(表 1)。 

表 1 成骨细胞增殖率测定结果(tl,=8)(72 h) 

组别 OD 

对照组 

Genistein 1×10一 M 

5× 10一 M 

1× 10一 M 

0．6625±0．07382 

0．7863±0．057踟  

0．7262±0．10600 

0．6175±0．o3694 

注 ：与 对 照 组 相 比 P<0．O05 

4．碱性磷酸酶活性测定 

实验结果表明 Genistein l×10一～l×10 M作 

用于细胞 48 h，可使碱性磷 酸酶活性增加 ，差异显著 

(P<0．05～0．005)(表 2)；Genistein l×10一。～l× 

l0 M作用于细胞 72 h，可使碱性磷酸酶活性增加， 

其中5×10 M组差异显著(P<0．005)，而 l×10 

M组 和 l×10 M组 与对照 组相 比无统 计学 差异 

(表 3)。 

表2 培养 48 h细胞碱性磷酸酶测定(tl,=6) 

组别 OD 

对照组 

Genistein 1×10一 M 

5× 10一 M 

1× 10一 M 

注 ：与对照组 相比 ’P<0．05，一 P<0．005 

5．细胞基质钙含量测定 

实验结果表 明 Genistein l×10 M～l×10 M 

处理细胞 18 d，可增加 细胞基 质钙含 量 ，其 中 l× 

l0 M组和 5×10 M组与对照组相 比差异显著 ，P 

9  2  6  8  能 ∞ 

5  7  6  3  
1 2  3  3  

0  0  0  0  

± ± ± ± 

0 7 0 O 咖 Ⅲ 渤 咖 ∞ 舛 

0  0  0  0  
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值分别小于 0．05和 0．0l(表4)。 

表 3 培养 72 h细胞碱性磷酸酶测定(n=6) 

组别 OD405 

对照组 

~ nistein 1× 10—5M 

5× 10一 M 

1×10一 M 

0．8l867±0．O7829 

0．M 383±0．1228l 

O．969l7±0．04258 

0．896l7±0．14459 

注：与对照组相比 。P<0．oo5 

表 4 成骨细胞基质钙含量测定(n=4) 

组别 基质钙含量( Ⅱl1) 

对 照组 

~ nistein 1× 10—5M 

5× 10一 M 

1× 10一 M 

注 ：与 对 照 组 相 比 P(0．05，一 P (0．0o5 

6．茜素红染色显示矿化结节 

实验结果表明，经过 18 d的培养，成骨细胞形 

成圆形矿化结节，橘红色，边界清晰。~nistein l X 

l0 M～l X 10 M组形成矿化结节数高于对照组 ， 

其中 1 X 10 M组 和 5 X 10 M组与对 照组相 比差 

异显著 ，P值分别小于 0．005和 0．02(表 5)。 

表 5 成骨细胞矿化结节形成情况比较( ：3) 

组别 矿化结节数 

对照组 

~ nistein 1×10一 M 

5×10一 M 

1×10一 M 

注 ：与对 照组 相比 P<O．02．一 P<0．oo5 

讨 论 

骨质疏松症已成为人类老年时生活质量下降和 

寿命缩短的主要原因之一，因而对有效防治骨质疏 

松症的药物研究是近年来十分重视的课题。骨质疏 

松症的发生与成骨细胞和破骨细胞的功能失偶联有 

关，因而在细胞水平上观察药物对骨细胞功能的调 

整作用是评论骨质疏松症防治药物药效的方法之 

一

。 传统 的治疗绝经后骨质疏松的方法强调使用抑 

制骨吸收的药物如雌激素【7】、降钙素 和双磷酸盐 

等” 。虽然减少绝经后骨量丢失最有效的方法是 

雌激素替代治疗 ，但它伴有潜在的诱发子宫内膜癌 

和子宫出血等副作用““，因而寻找一种天然物质来 

减少绝经后妇女骨量丢失，减少对药物治疗的依赖 

是十分必要的。不同地理区域的人群骨质疏松症的 

发生率是不同的，亚洲妇女骨质疏松的发生率低于 

西方妇女 ’” ，日本妇女髋骨骨折 的发 生率 低于 白 

人妇女 。导致这种现象的原因推测与亚洲国家 

大量豆制品的消费有关。豆制品中含有异黄酮。为 
一 类重要的植物雌激素。植物雌激素的雌激素样作 

用也许是影响骨质松发生率和骨折风险的因素之 
一

。 因此本研究着重讨论异黄酮类物质 ~nistein对 

骨代谢指标的影响。 

本实验结果 ~nistein l X 10 M作用于细胞 72 

h，可显著提高成骨细胞增殖率，P<0．0o5。目前国 

际上关于异黄桐类物质对成骨细胞 的作用研究较 

少，还没有异黄酮对成骨细胞增殖作用的西文报道， 

国内只有一篇童安莉等 的 ~nistein对原代培养 

大鼠成骨细胞增殖率影响的研究文章与本文研究结 

果相反 ，认 为 ~nistein抑制成骨细胞增殖 。造成实 

验结论 的差异 的原因可能是 以下几个方 面：①药物 

剂量 的差 异。童 的实验 所用 药物剂 量 分别是 l X 

l0～、5 X 10～、l×10 M，且 只有 5 X 10 M和 l X 

l0“M的 ~nistein抑制成骨细胞增殖率的作用与对 

照组相 比存在统计学 差异 ，而文献报道很 少使用上 

述的高浓度。②药物作用时间不同。童的实验作用 

时间为24h，而本实验药物作用时间为 72 h。童认 

为 ~nistein通过 抑制成骨 c．f0s的表达来 抑制成骨 

细胞 的增殖。c．f0s为快速早期基 因，在刺激 因子作 

用下，具有在转录水平快速激活的特点。其蛋白质 

产物在刺激后 l～2 h表达达到高峰。众所周知，刺 

激细胞增殖的信息传递途径很复杂，对成骨细胞增 

殖的调控具体来说即是对细胞周期 的调控 。 目前已 

知与增殖激活有关的基因有 c．myc、c．f0s、c．jun，与细 

胞周期有关的基因有组蛋白、细胞周期素基因。而 

c．myc与 |{d组蛋 白基因的表达比 c．f0s晚许多，C． 

myc mRNA常在 l天后表达达到高峰，Hd组蛋白基 

因表达伴随细胞内 DNA合成，与增殖密切相关 。 

本实验作用时间为 72 h，是 否会在头 24 h内抑制 C． 

f0s表达，而在余下的48 h内又启动了其它的信息传 

递机制 尚待进一步研究 。③~nistein是 否存 在双向 

作用机制，既在较高浓度时抑制成骨细胞增殖，而在 

较低浓度时促进成骨细胞增殖尚待进一步研究证 

实。 

在细胞增殖晚期 ，与细胞周期 和细胞 增殖有关 

的基因表达下降，而编码细胞外基质成熟的蛋白的 

基因开始表达。在分化早期主要是碱性磷酸酶表 

达，因此碱性磷酸酶被认为是细胞外基质成熟的早 

舛 唧 唧 咖 

0  0  0  0  

± ± ± ± 

一一 
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期标志，ALP mRNA表达此时可增加 l0倍以上。本 

实验结果 Genistein l x 10一～l x 10 M处理细胞 48 

h可显著提高成骨细胞 ALP活性；上述浓度的药物 

作用于细胞 72 h均可提高细胞 ALP活性 ，其 中 l x 

l0 M组和 5 x 10 M组与对照组相 比存在统计学 

差异 。这与 Yamaguchi和 Gao报道近似 ” 。 

骨基质矿化的途径为成骨细胞合成并分泌骨的 

有机质，主要为骨的I型胶原，胶原纤维形成框架区 

间，此为骨矿化提供了结构基础。机体吸收的钙离 

子和焦磷酸裂解的磷离子以2：l的比例合成羟基磷 

灰石(骨无机盐的主体)转运至骨胶原间隙区域内， 

按一定 的电位极性排列 、沉积(骨胶原纤维间空隙的 

距离为0．5 nm，这与羟基磷灰石钙离子之间的距离 

相同)，磷灰石中的钙原子与胶原内骨钙素分子经 口 

逆转的 a单环结构的两个 Gla残基形成化学键，完 

成骨基质的矿化。促进骨矿化 的主要细胞是成骨细 

胞 18]。Bellows等研究证实，每个矿化结节均为 1个 

具有形成结节的成骨 细胞 经过 2～3周 的增殖 与分 

化而形成的  ̈。矿化结节的形成代表了成骨细胞 

分化成熟，行使成骨功能的阶段，是成骨功能的形态 

表现。 

研究培养的成骨细胞基质钙 的方法有很 多，如 

组织化学染色法 ，定量荧光光度法 及原子吸 

收分光光度法 J，这些方法均可精确地反映组织钙 

含量的变化。本实验选用操作简单的原子吸收分光 

光度法测量细胞内和细胞 间隙中的总钙 。实验发现 

Genistein l x 10“M～ l×10 M作用于细胞 18 d，与 

对照组相 比可以增加钙含量 ，其 中 5×10M组和 l× 

l0 M组与对照组相比存在统计学差异。该结果与 

Yamaguchi和 Gao的报道 近似  ̈” 。在此 基础上 本 

人进一步通过茜素红染色法观察 Genistin对细胞矿 

化结节的形 成的影响。结果表 明与对照组相 比 

Genistein l×10～～l×10 M可以提高矿化结节数。 

其中 l×10“M组 和 5×10 M组 与对照组相 比存 

在统计学差异 。 

能够促进骨的合成代谢的营养与药物因素对预 

防和治疗骨质疏松是十分重要 的。Genistein促进骨 

形成的作用仍需要通过进一步的动物实验与临床研 

究来证实。近来 已有报道 口服 Genistein可促进老年 

雌性大鼠股骨干骺端 和骨干的骨组织形成与矿 

化 ]。植物性雌激素 Genistein在防治雌激素缺乏 

导致 的骨质疏松方面也许会发挥重要作用。 

综上所述 ，本实验采用细胞培养 的方法 ，初步证 

明了异黄酮类 物质 Genistein具有促进 成骨 细胞增 

殖、分化、基质钙含量和基质矿化的作用 ，相信随着 

今后研究工作的深入 ，异黄酮类 物质必将为骨质疏 

松症的防治提供新的选择 。 
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细胞依赖的免疫反应都有重要的作用 。RANK介导的 NF． 

KB和 JNK活化需要 RANK胞内部分提供 TRAF(TNF receptor． 

associatedfactor)的结合位点。RA NK胞内域不同位点与相应 

的TRAF结合后有 不同的信号传导途 径。 目前发现 能与 

RANK结合的只有 Tm 、Tm 和 TRAF53种，RA NK C末端 

的547 581位氨基酸残基之间是 TRAF2和 TRAFs的结合部 

位；TRA 的结合部位则在 RA NK胞内域的中部，位于 336～ 

454位氨基酸残基之间 。有的报道略有差异 。 

五、小结与展望 

RANKL及其受体 RA NK的发现，明确了 OB、OC之问的 

分子作用基础；RANKL及其受体在免疫器官和免疫细胞发生 

中的作用以及对免疫细胞间相互作用的调节功能说 明它在 

免疫系统中也扮演 了重要的角色。对其生物学功能的进一 

步研究对于理解骨质疏松症 、伴骨质异常的一些疾病如类风 

湿性关节炎、Paget’s病、某些病毒性疾病如病毒性肝炎，HIV 

病以及某些肿瘤如前列腺癌和乳腺癌的病理的过程有重要 

的作用 ，进而为新一代药物的研究打下理论基础。 
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