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Genistein对破骨细胞分化和骨吸收功能的 

影响及其机制探讨 

李斌斌 于世凤 

【摘要】 目的 探讨三羟异黄酮类药 Genistein对破骨细胞性骨吸收的作用及其机制。方法 

1，25(OH)2D3诱导小鼠骨髓细胞形成破骨样细胞，分别加入 0 moL／L、10一moL／L、10～ moL／L、10 moL／ 

L、10～moL／L、10～moL／L Genistein，于培养 3，5和 8 d分别计数抗酒石酸酸性磷酸酶阳性细胞个数；于 

培养 12 d利用图像分析系统对骨吸收陷窝的面积进行测量分析。另从小鼠颅盖骨分离培养获得原 

代成骨细胞 ，分别加入 0，10一，10～，10 和 10 moL／L Genistein并以 10I9 moL／L 17 雌二醇为对照， 

采用 RT-PCR的方法检测 Genistein对骨保护因子(osteoprotegerin，OPG)及破骨细胞分化因子(receptor 

activator of NF．KB ligand，RANKL)mRNA表达的影响。结果 利用 1，25(OH)2D3成功诱导出破骨样细 

胞；随 Genistein浓度增加 ，抗酒石酸酸性磷酸酶阳性细胞(单核 、双核和多核)个数和骨吸收陷窝面积 

呈剂量依赖性减少。同时，应用Genistein后原代成骨细胞中OPG和RANKL的mRAN表达都有增强， 

但其最终效应表现为剂量依赖性和时间依赖性地增大 OPG／RANKL的浓度 比。结论 Genistein通过 

抑制破骨前体细胞分化来抑制其体外骨吸收功能，其分子机制与 OPG／RANKL mRNA表达比值的升高 

有关。 
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Effect ofgenistein On~teodasttc bone resorption anditsmechanism LIBinbin，YU Shifeng．Department of 

Oral Pathology， 旧 University School ofStomatology，Beijing 100081，China 

【Abstract】 Objective To investigate the effect of genistein，a legume-derived isoflavone，on the ostee- 

elastic bone resorption and to clarify the mechanism underlying this action．Methods Primary osteoclast-like cells 

(OLCs)were isolated from 3 week—old mice and induced by 1，25(OH)2D3．Then OLCs were exposed to genistein 

at various concentration of 0，10一 ，10__，10_。，10一 and 10_。moL／L．Th e number of TRAP+cells were counted 

as well a8 the surface arca of bone resorption on bone slice．Additionally the osteeblasts were obtained from 5 day 

old mice and were exposed to 0，10一。
，10一’，10一 and 10一 moL／L genistein and 10一 moL／L 17~estradio1．The 

mRNA levels of RANKL and OPG were assayed by RT-PCR．Results ／n vitro，the number of TRAP+cells de- 

creased depending on the concentration of genistein as well a8 the area of bone resorption．By semiquantitative RT- 

PCR，genistein increased the mRNA levels of OPG and RANKL，and finally enlarged the ratio between them in 

dose and time-dependent manler．Conclusion Genistein inhibits OLCs’bone resorption thrush suppressing the 

differentitation of preosteeelasts，and the ratio between OPG and RANKL may be the key factor． 
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骨吸收是由破骨细胞(osteoclast，oc)执行的，通 

过复杂的分子生物学机制完成的矿物质溶解、有机 

基质吸收 的过程。骨 吸收时 oc、成骨细胞 (OS． 

teoblast，OB)、巨噬细胞 、淋巴细胞等相互作用、相互 

基金项目：国家 自然科学基金资助项 目(30271412)；北京大学 

“985”专项基金资助项目 

作者单位：100081 北京大学口腔医学院病理研究室 

李斌斌 E．mail：lbb75@tom．corn 
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制约，通过多种因素和细胞因子(如白介素、肿瘤坏 

死因子、骨保护因子和破骨细胞分化因子等)调控骨 

吸收-1．2 J。随着对骨吸收机理的逐步深入研究，如何 

有效防治骨吸收就成为该领域的热点问题之一。 

雌激素替代治疗是 目前比较经典的防治骨吸收 

性疾病的治疗方法，但由于其具有较多的副作用，临 

床上对其应 用还存 在着 较多 的禁忌症 和疑虑。 

Genistein是大豆异黄酮的主要成分之一，化学结构 
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与 178．雌二醇相似，都含有多个羟基，可以与雌激素 

受体结合，具有雌激素样作用_3j。但由于 genistein 

结构上不含有甾环结构和对雌激素受体的选择 

性_4 ，其对生殖系统的副作用弱于雌激素。因此，作 

为植物雌激素的一种，genistein对骨吸收的抑制作用 

值得关注。本研究探讨 genistein对破骨细胞分化、 

骨吸收的抑制作用及其分子机制，以明确其在骨吸 

收防治领域的应用价值。 

材料和方法 

1．破骨样细胞培养、TRAP 细胞计数及吸收陷 

窝面积分析 

(1)盖玻片和骨磨片的制备：制备方法参见文献 

[5]。 

(2)1，25(OH)2D3诱导小鼠骨髓细胞形成破骨 

样细胞和 genistein的加入：培养方法参见文献[6]。 

将细胞悬液置于 37℃、5％CO2培养箱 中培养，每 3 

天更换新鲜培养液 1次，同时加入相同浓度的 1，25 

(OH)2D3和不同浓度的 genistein(0，10一，10一，10～， 

l0～，10一 mol／L)。 

(3)抗酒石酸酸性磷酸酶 (tartrate．resistant acid 

phosphatase，TRAP)阳性细胞计数 

TRAP是 OC特异性标志。细胞悬液与玻片共 

同培养，于培养3 d、3 d、8 d取玻片，根据试剂盒说明 

进行 TRAP染色，光镜下观察。含2个胞核以上且呈 

TRAP染色阳性的多核巨细胞即为 OC。OC计数在 

200倍光镜下进行，每例玻片任选 5个视野，计数一 

细胞均值。 

(4)破骨细胞骨吸收功能的改变 ：细胞悬液与骨 

片共同培养，采用 Olympus倒置相差显微镜观察不 

同时间点骨片上吸收陷窝的变化，于培养第 12天对 

陷窝进行摄影，采用 Image．Pro Plus图像分析软件分 

析吸收陷窝面积。 

2．成骨细胞培养、鉴定及 RT．PCR 

(1)分离出生 5 d的 SD大鼠(二级，购 自国家计 

生委动物室)的颅盖骨，去净附着于其表面的软组织 

和内外骨膜以及骨缝处的纤维结缔组织，用无双抗 

的D．Hanks液洗两遍，将颅盖骨剪为2 mm×2 mlTl的 

碎块，加入 1 mr,／ml胶原酶 Ⅱ，37℃消化 5次，每次 

30 min，收集细胞，接种于培养瓶中。待细胞铺满培 

养瓶 70％时，差减贴壁法纯化 OB。 

(2)成骨细胞鉴定——钙钴法碱性磷酸酶染色。 

(3)RT．PCR检测，取第 3代 OB，体外加入0 mol／ 
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L、1O— mol／L、l0～ mol／L、10～ mol／L、10一 mol／L 

genistein和 10 mol／L 17B．雌二醇，于加药后 12 h， 

Trizol(Gibco公司)提取 RNA，取 2 g总 RNA用逆转 

录试剂盒(Promega公司)合成 cDNA，PCR扩增仪上 

行 PCR，同时扩增骨保护因子(osteoprotegerin，OPG)、 

破骨细胞分化因子(receptor activator of NF．K B ligand， 

RANKL)和 GAPDH(内参照)。引物及扩增片段长度 

如表 1所示。反应条件：94℃变性 2 min，94 oC变性 

45 s，55℃ 退火 45 s，72℃延伸 1 min，35循环后，72℃ 

后延伸 5 min。PCR产物分析以 1．5％琼脂糖(W／V) 

TA缓冲液胶电泳(电压 4 V／cm)，溴化乙锭染色 15 

min，凝胶成像分析系统成像并测定各 自的积分光密 

度值。 

另取第 3代 OB，加入 10～ mol／L，genistein，分别 

于0，6，12和 24 h提取总 RNA，依上述方法 ，进行 

RT．PCR 

表 1 OPG、RANKL和 GAPHDH引物序列及扩增片段长度 

3．统计学分析 

结果以均值 ±标准差表示，所有数据采用 SPSS 

10．0软件的 one way ANOVA方差分析，组间 q检验， 

P<0．05为差异有显著性。 

结 果 

1．TRAP阳性细胞计数 

细胞悬液与玻片共同培养 3 d，玻片上即开始出 

现数 目不等的 TRAP阳性的细胞，这些细胞胞浆丰 

富，TRAP染色呈颗粒状酒红色着色，胞核数目不等， 

多为单核和双核，3核以上的破骨样细胞较少见，到 

第 8天，各组TRAP阳性的多细胞数量达到最多。但 

不同浓度组之间随实验时间的推移，TRAP阳性破骨 

样细胞计数值基本呈递减趋势(图 1)。 
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2．体外骨吸收陷窝面积 

细胞悬液与骨磨片共同培养，各组骨吸收陷窝 

除 l0一mol／1 组以外，其余各实验组与对照组相比． 

均有显著下降 (P<0．0I) 其中，10～rnol／1 组与 

10～mot／L 10一mDI／L l0～mt，I／L、10～moI／1 组 之 

间，IO～ rrK)l／L、10～ mo]／I 组 与 10～ In0I／L、10。 

moL／L．,2~_间差异均有显著’睦(表2) 

裹2 各浓睚genistein对破骨细胞骨吸收蛸窝面积的影 

响(i± ．n=8) 

浓度(1md!1 ) 骨口巫收陷窗l酊机 

[I 

1[} 

1O。 

1 L}。 

1[1 

1n。 

lfi969．511±3538．3̂ 

I5I” 63±3960 98 

哼『】 】 ± I1)22 0l。 

6243 50±l 】2 14 

5703 50±[249 fI6’⋯ - 

3052 63±779 41‘‘ ⋯ ’ 

拄： 0 】，L genislein比螋一 P(0 OI；与 Ⅲ～ 'l，I． -№ in 

比较． P(I】_135．血P‘0m； 10 m l，I 1 i 比较． P( 

0(15．’ P<0 Ol；与 10I。ffl1)】／Ll!enistein比鞍 P(O 0 J；‘·IO。 

m~lil $enistein比较．‘ P<O．OI 

3．成骨细胞鉴定 

体外培养成骨细胞呈梭形或纤维细胞状 原代 

培养细胞长满后，首次 】：2传代，传代细胞生长较 

慢，到第 3代细胞生 加快且稳定．可用于实骏。碱 

性磷酸酶染色，可见OB呈强阳性，胞浆内出现棕黑 

色细小颗粒，在细胞密集处着色明显(图2) 

图2 成骨纽施碱性磷酸肫染色 成骨细咐胞浆 性．町她昧黑 

色蛔小籁牧．任 胞谱粜处眷包啪 I光镜 x 力 

4．Geni~tein对成骨细胞中OPG和 RANKL mRNA 

表达的影响 

电泳条带见图3，4。积分光密度结果地图5，6． 

在l0～一10 mol／L剂量范围内．应用各种浓度的 

genistein．其OPG和RANKL的表达都有增强，最终在 

lO～～10 mol／L剂量范围内增大 OPG／RANKL比 

值，呈正量教关系。从时间上看 ．在加人 lO m0I／L 

● 
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时删【I1) 

围6 各时问点 州 对 OPG／RANKI mRAN丧盐再f廿光密度 

北沮的影响 

讨 论 

Gen Jslein是大豆异黄酮中的一种主要有效战 

丹 从大豆豆柏中提取，其化学结构与 17 雌二醇相 

似。2()世纪 50年代，人们对异黄酮的雌激素活性 

发生了最初的兴趣 Gao等 研究表明，异黄酮可 

直接通过抑制前破骨细胞的分化或抑制前破骨细胞 

对 l’H的反应束抑制破骨细胞的吸收功能 本实 

验观察到在加人不同浓度的genistein后，TRAP 单 

核 、双核和多桉的数量基本呈时间依赖性地递减趋 

势．表明 genisiein体外有抑制活性维生素 D，促破骨 

细胞分化的功能。此结果支持 Gao等的研究结论 

但 Ca<·等没有检测 genistein对破骨样细胞骨吸收功 

能的影响 本实验采用骨髓细胞与灭活骨片共培养 

的方法，通过测量骨吸收陷窝面积的变化．探讨了 

genistein对破骨样细胞骨吸收功能的作用一结果表 

明．骨吸收陷窝的面积呈剂量依赖性地递减，这种趋 

势 相应的 TRAP 细胞个数的变化相一致 

骨保护困子(OPG)及其配体(OPG．L，ASBMR宣 

称其为RANKL⋯ )的发现为研究骨代谢的分子机制 

开辟了新的方向．二者在调控 OC的生成 、骨吸收和 

骨重建中，处于核心枢纽地位 多数学者的研究认 

为，许多亲骨性因子、敞素及药物．发挥其对骨代谢 

的作用时，其效应最终全部或部分汇集到 OPG和 

RANKI． 水平 ⋯ ：．OPG和 RANKL的研究 为探讨 

genistein抑制骨吸收的分子机制提供 r新的思路。 

目前，国外有关 genistein对 OB中 OPG和 RAN． 

KL表达影响的报道各有一篇，国内尚无报道 Yam． 

agishi等认为．将 gei'ljstein预处理 ST2细胞 6 b后．再 

与脾细胞共培养，TRAP阳性的 OLC数目显著减少， 

ST2细胞中RANKL mRNA水平下降，0PG水平上升。 
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此表现与拓扑异构酶 Ⅱ抑制 amsacrine和 etoposide 

的作用相同。因此，作者认为 genistein通过抑制拓 

扑异构酶 Ⅱ的活性来抑制破骨样细胞的形成_】 。 

半定量 RT．PCR、Northern 杂交和 ELISA分析也显 

示_】 ，genistein剂量和时间依赖性地提高原代人成 

骨细胞 OPG的 mRNA和蛋白水平 2—6倍 ，其中最 

有效剂量为 10 mol／L；这种作用可被 ER特异性拮 

抗剂 ICI182780所抑制，提示其刺激 OPG的表达与 

ER直接相关；同时，这种促进作用不受蛋白合成抑 

制剂放线菌酮的影响，说明 OPG上调的效应与 OPG 

基因转录有关。本实验通过半定量 RT．PCR观察 

到，在 10～ 10 mol／L剂量范围内，应用各种浓度 

的genistein，其 OPG和 RANKL的表达都有增强，最 

终在 10一一10 mol／L剂量范围内增大 OPG／RAN． 

KL比值，呈正量效关系。从时间上看，在加入 10 

moL／L genistein 0—12 h，OPG和 RANKL的比值时间 

依赖性地升高，24 h后有下降。浓度 10～mol／L、作 

用时间12 h的效果最强。这一结果从分子角度为 

genistein防治骨吸收的作用提供了依据，对 2种因子 

蛋白表达的影响还需进一步研究。 
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