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摘要：目的 研究依普拉芬对体外培养的原代大鼠成骨细胞 4567!（430> 53?@A3)>0’2 6?3B>’07!，骨形

态发生蛋白7!）和 89:7!"（8?&0/C3?%’0) 9?3DBA :&2B3?7!"，转化生长因子7!" ）%;<= 表达的影响，探讨其预

防绝经后骨质疏松的机制。方法 体外分离培养新生大鼠颅盖骨成骨细胞，取第二代细胞，将不同浓

度的依普拉芬加入培养液，E! A 后用 ;876F; 技术检测各组细胞 4567! 和 89:7!" %;<= 表达情况。结

果 与阴性对照组比较，各浓度组的依普拉芬均可使成骨细胞 4567! 和 89:7!" %;<= 表达量显著增

加（! G #H#"），其中，依普拉芬浓度在 "#I - J "#I K %3(LM 之间作用最为显著。结论 "#I - J "#I K %3(LM
浓度范围内的依普拉芬均可促进成骨细胞 4567! 和 89:7!" %;<= 的表达，从而间接促进其增殖和分

化，增加骨形成。
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异黄酮是一类存在于多种植物的类固醇，具有

弱雌激素样作用，通常被称为植物雌激素。近年来

的研究表明，大豆异黄酮在细胞培养及动物实验和

人群调查中对骨代谢及预防骨质疏松有重要作用，

其发挥作用的机制仍在探讨中。已经有报道证实，

人工合成的异黄酮类物质———依普拉芬可用于预防

由于雌激素缺乏引起的绝经期妇女以及去卵巢大鼠

的骨量丢失［"］。但是关于其作用的具体机制目前还

不十分清楚。笔者研究依普拉芬对体外培养的原代

大鼠成骨细胞 4567! 和 89:7!" %;<= 表达的影响，

探讨其预防绝经后骨质疏松的细胞作用机制。

> 材料和方法

> H> 试剂

V5$5培养基（W,2(30> 公司），胎牛血清（9’*23
公司），胰蛋白酶、"型胶原酶、琼脂糖粉剂、588（噻

唑盐）、二甲基亚砜（V5XU）（=%>?/23 公司），碱性磷

酸酶活性试剂盒（南京建成生物技术公司），依普拉

芬原料（华中科技大学同济医学院药学院石朝周教

授惠赠）纯度 Y ZZH-[，8;R\UM（ R0S’B?3)>0 公 司），
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!!"# 逆转录酶（$%&’()( 公司），*+,)&-. /0（1(23 公

司）45(6,7（华美公司），-5.$6（4&389 公司），.(: ;5<
聚合酶（晶美生物技 术 公 司），;=$>（.?; 公 司 产

品），/@@ 2A ;5< "(--9%（北京中山生物技术有限公

司），引物合成由北京赛百胜生物工程公司合成，引

物序列如下：

.BCD!/：19769：0ED<B<>B<<..><.BB>>>.BB<D
.<>>DFE

<7G,69769：0ED<B<>BB<.>>.><B>.B>D
<>..B><BBDFE 产物长度 FH/ 2A

?!$DI：19769：0ED<>B<.B>>B>><...B.BDFE
<7G,69769：0ED>B>>.>B>>..>..><B.DFE 产 物

长度 FHJ 2A

!D(3G,7 内参照引物序列：19769：0ED<.B ... B<B
<>> ..> <<> <>DFE

<7G,69769：0ED><> B.> <>< >.. ><. B<. BBDFE
产物长度 HKJ 2A

!"# 新生大鼠颅骨成骨细胞的分离、培养、纯化及

鉴定

取 /@ 只新生 1; 大鼠（IH 8 以内，由湖北中医学

院实验动物中心提供）处死，置 L0M 乙醇中浸泡 /@
’,7，揭去头顶皮肤，剥出头盖骨，仔细刮除附着的骨

膜、血管等结缔组织，;DN(7OP6（AN LQI）洗涤数次，

用眼科剪剪成约 / ’’ R / ’’ 的小片，然后将小骨

片转入 0 ’+ 含 @QI0M胰蛋白酶的消化液中，FL S振

荡孵育 I@ ’,7，短暂离心，弃去胰蛋白酶溶液。再次

用 ;DN(7OP6 清洗骨片 I 次，转入 0 ’+ @Q/M"型胶

原酶中，FL S振荡消化 J@ ’,7，吸取消化液，/@@@ %T
’,7 离心 K ’,7，收集消化液内所释放的细胞。用含

/@M小牛血清的 ;!=! 培养液悬浮细胞，计数并调

整细胞浓度后种植于 0@ ’+ 培养瓶中。/0 ’,7 后，轻

轻吸取细胞悬液，转至另外一个培养瓶中，反复 F
次，根据差速黏附原理去除成纤维细胞以纯化成骨

细胞。最后置 FL S、0M >*I 培养箱内培养，观察细

胞生长情况，待细胞融合后消化，进行传代实验。

B&’&%, 钙钴法进行 <"$ 染色，茜素红法进行矿化节

染色，鉴定为成骨细胞，取第二代细胞进行实验。

实验分组：将依普拉芬原料用 ;!1* 溶解，然后

用含 /M 胎牛血清的 ;!=! 培养液配制成 /@U /@、

/@U J、/@U K、/@U L、/@U V 和 /@U 0 ’&+T" 各浓度组备用。

取生长良好的第二代细胞，用 @QI0M 胰蛋白酶消

化，以 / R /@H T’+ 接种于 IH 孔培养板，HK 8 后，观察

细胞生长良好，将培养液换成#阴性对照组：/M胎

牛血清的 ;!=! 培养液；$阳性对照组：/@M胎牛

血清的 ;!=! 培养液；%实验组：上述各种浓度的

依普拉芬。每组设 V 个复孔。

! $% 各组细胞 ?!$DI 和 .BCD!/ ’45< 的检测

!"%"! 细胞总 45< 的提取：将上述各组细胞培养

LI 8 后，吸去各孔培养液，用磷酸缓冲液（A8&6A8(G9-
2WXX9%9- 6(+,79 $?1）冲洗，然后用 .4YZ*" 一步法提取

各组细胞总 45<（具体步骤按 .4YZ*" 操作说明书

进行），检测各组总 45< 浓度及纯度，置 U L@S冰箱

中备用。

!"%"# 3;5< 的合成：根据所测 45< 的浓度，各组

取 I [ /@&) 在 L@ S变性 0 ’,7，置冰浴 F ’,7，分别

加入如下反应体系：0 R 2WXX9%（逆转录酶）H&+，-5.$6
（/@ ’’&+T"），*+,)&-. /K（/&)T&+）/&+，45(6,7 /&+（I@
W），!!"# 逆转录酶 /&+（/@@ [ I@@ W），补足 ;=$>
NI* 至 I@&+。FL S下温育 / 8，J0 S加热 0 ’,7 终

止反应，放置 H S冰箱保存。

!"%"% $>4 反应：取各组 3;5< I [ /@&)，分别加入

如下反应体系 /@ R 2WXX9%（.(: 酶的）0&+，’)3+I（I0
’’&+T"）F&+，-5.$6（/@ ’’&+T"）/&+，上游引物（/@
A’&+T&+），下游引物（/@ A’&+T&+）各 /&+，内参上下游

引物各 /&+，.(: 酶（I [ IQ0 W）/&+，补足 NI* 至 0@&+
体积，J0 S变性 0 ’,7，于 J0 S变性 H0 6，0H S退火

H0 6，LI S延伸 H0 6，进行 F0 个循环，最后于 LI S延

伸 /@ ’,7，H S保存。

!"%"& 电泳：/Q0M琼脂糖凝胶，K0 # 电压条件下行

各组 $>4 产物电泳，美国 \#$ 凝胶成像分析系统照

相并进行各电泳条带吸光度值分析。

!"& 统计学处理

将各组目的条带与内参条带光密度比值均以均

数 ] 标准差（!! ] "）表示。所有试验数据均通过

1$11 //Q0 软件统计分析。经过单因素方差分析，行

双侧 GDG96G，# 值取 @Q@0。# ^ @Q@0 为差异有统计学

意义。

# 结果

#"! 大鼠成骨细胞的鉴定

#"!"! 形态学：倒置显微镜下观察可见原代培养的

细胞贴壁生长，呈现三角形、星形、短梭形或纺锤形

等多种形态，形态相似的细胞成堆出现。细胞胞浆

向外伸展出 I [ H 个 突 起，有 的 突 起 已 相 互 联 结

（图 /）。

#"!"# 碱性磷酸酶染色：培养的成骨细胞染色后显

微镜下可见胞浆内散在的棕黑色或黑色颗粒，呈典

型的 <"$ 染色阳性反应（图 I）。
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图 ! 原代大鼠颅盖骨成骨细胞

（!" #，$%% & ）

"#$%! ’()*+(, (+- ./-0.12+/-/
（!" #，$%% & ）

图 & 成骨细胞碱性磷酸酶染色（$%% & ）

"#$%& 3#0 4022/ 2+,0( 5)/’2+,05 /-(.67 ’./)-)80

/-+)6)67 9.( +2:+2)60 ’#./’#+-+/0（;<=）

+9-0( > 5+,/ .9 4?2-?(0（$%% & ）

图 ’ 茜素红@A 染色可见明显的

红染钙盐沉积（$%% & ）

"#$%’ ;2)B+()6 C05 /-+)6)67 .9 4+24)?* ’#./’#+-0

50’./)-/ )6 (+- ./-0.12+/-/（$%% & ）

&%!%’ 体外成骨实验：培养的成骨细胞经茜素红@A
染色可见明显的红染钙盐沉积（图 >），确定所分离

培养的细胞具有体外成骨的能力。

经上述各指标的鉴定，确定本课题的原代新生

鼠颅骨成骨细胞分离培养的实验技术可靠，能保证

研究所用成骨细胞的来源。

&%& 依普拉芬对各组细胞 DE=@" 和 3FG@!$ *CH;
表达的影响

电泳检测显示：大鼠成骨细胞在不同浓度的依

普拉芬条件下培养 !" # 后，各组细胞中的 DE=@"
3FG@!$ 及内参照 *CH; 均有不同程度的表达（图 I、

J）。

图 ( 各组细胞 DE=@" 及内参 *CH; 表达的电泳条带

"#$%( K204-(.’#.(0/)/ /-(+’ .9 DE=@" +65

!@+4-)6 *CH; )6 +22 7(.?’/L（E+(:0(：MH; 2+550(）

统计学分析表明：与阴性对照组比较，各浓度组

均能使成骨细胞 DE=@"、3FG@!和内参照 *CH; 表达

吸光度比值增高（! N %O%$），但是均比阳性对照组

作用弱（! N %O%$）。其中 $%P Q *.2R< S $%P J *.2R< 之

图 ) 各组细胞 3FG@!$ 及内参 *CH; 表达的电泳条带

"#$%) K204-(.’#.(0/)/ /-(+’ .9 3FG@!$ +65!@+4-)6

*CH; )6 +22 7(.?’/L（E+(:0(：MH; 2+550(）

间增加最明显，见表 $。

表 ! 各组细胞 DE=@" 及 3FG@!$ 电泳条带和

内参条带吸光度比值（T，!" U #，$ V W）

*+,-. ! X6-06/)-)0/ .9 -#0 DE=@" +65 3FG@!$ /’04)9)4 1+65/
=0(406-+70 .9 -#0 )6-06/)-, .9!@+4-)6 /’04)9)4 92?.(0/040640

（T，!" U #，$ V W）

组别 DE=@" 3FG@!$

;（阴性对照） $$L>J U %L$! "$ LI$ U %L$Y
D（阳性对照） W>L>> U %L$Q $"W LI% U %L"$
Z（依普拉芬 $% P $% *.2R<） $WL>$ U %L$Q"[ >! LWJ U %L"J"[

M（依普拉芬 $% P Y *.2R<） $QLII U %L$I"[ I% LJI U %L"I"[

K（依普拉芬 $% P Q *.2R<） IQL>J U %L"$"[ IQ LI! U %L"J"[

G（依普拉芬 $% P ! *.2R<） J!LIW U %L"$"[ $$> LJ$ U %L$W"[

F（依普拉芬 $% P W *.2R<） >"LIJ U %L"W"[ !% LWW U %L"Q"[

\（依普拉芬 $% P J *.2R<） >WLIW U %L"""[ !J LI% U %L"%"[

注：与阴性对照组比较" ! N %O%$；与阳性对照组比较 [ ! N %O%$
H.-0：4.*’+()/.6 -. 7(.?’ ;，" ! N %O%$；4.*’+()/.6 -. 7(.?’ D，

[ ! N %O%$

’ 讨论

中老年妇女绝经后血清雌激素浓度下降，雌激

素缺乏导致骨丢失，因而雌激素在维持骨量过程中
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起着十分重要的作用。雌激素替代疗法（!"#$%&’(
)’*+,-’.’(# /0’$,*1 !)/ %$ 0%$.%(’ $’*+,-’.’(#
#0’$,*1 2)/）被认为是绝经后骨质疏松症（3453）防

治的 首 选 治 疗 方 案。雌 激 素 虽 可 有 效 治 疗 预 防

3453，但是雌激素替代治疗骨质疏松，易造成子宫

内膜癌、乳腺癌、阴道出血及其他危害，这就促使人

们希望寻找一种具有雌激素样的对骨骼系统具既有

益而无副作用的药物。依普拉芬（6 异丙氧基黄酮）

是由类黄酮中的异黄酮合成而来的，分子式为 789

28:5;，分子量 <9=>;<

!!!

!!! !!!

，其分子结构为：

!!!

""

!!!

!!! !!!

5

5

72<5

72;

72?

属植物雌激素类药物，与植物雌激素和 86@!雌二醇

具有部分相似结构，据报道对哺乳动物和人类有雌

激素A抗雌激素的作用。异黄酮具有选择性雌激素

受体调节剂的作用，异黄酮与子宫 B 受体结合，发

挥拮抗作用，避免了雌激素替代治疗中的并发症。

动物实验和细胞培养研究表明，大豆异黄酮对

成骨细胞增殖、大鼠骨代谢有促进作用［<］，但其具体

机理目前仍未完全明确，一些细胞因子在调节成骨

细胞增殖和分化以及骨代谢过程中起着重要作用。

转化生长因子!（/CD@!）是成骨细胞中含量较多的

生长因子，可由成骨细胞产生并以自分泌的形式，对

成骨细胞的复制和基质的合成起双向调节作用，其

中 /CD@!8 是骨骼中重要的传导物质之一［;］。同时，

成骨细胞的细胞膜上有 /CD@!的特异性受体，/CD@!
可作用于成骨细胞，调节其增殖和分化。临床对老

年性骨质疏松的研究表明，/CD@!8 与骨密度呈显著

正相关。全身性激素的作用会直接或间接影响生长

因子 /CD@!8 的产生，从而减少骨吸收和增加骨形

成［?］。骨形态发生蛋白（E43）是 /CD!超家族成员，

是具有高度骨诱导活性的低分子量多肽。近年来，

实验证明 E43 是骨形成的重要调节因子。在骨形

成过程中，E43 具有诱导间充质细胞迁徙、增殖、分

化，最终导致软骨、骨形成的作用，可以认为 E43 参

与了骨形成的各个阶段［F］，E43@< 已被公认是成骨

细胞的转化促进因子［:，6］，成骨细胞在体内各种调控

因素的调节下发展而来，E43@< 是主要调控因素之

一。成骨细胞内 E43@< 表达增高，细胞自分泌 E43@
< 增多，成骨细胞以自分泌的方式调节其自身的增

殖、分化及代谢［9］。

关于植物雌激素类药物对骨生长因子的影响，

李万里等［G］的研究结果表明：在成骨细胞形成中，大

豆异黄酮对 /CD@!8 及其 /CD@!) 8、/CD@!) < 受体信

号传导系统有显著促进作用。HI’$’-J 等［8=］用半定

量 )/@37) 和 K%$#0’$( E+%# 方法分析了另外一种植

物雌激素@金雀异黄素，对人类小梁骨成骨细胞骨保

护素（53C）生成的影响，结果发现不同剂量和作用

时间的金雀异黄素可以使 53C .)KB 和蛋白分泌增

加 < L : 倍。从而认为植物雌激素可以上调 53C 基

因转录，促进骨保护素的生成，从而预防骨丢失。

MI, 等［88］研究显示：大豆黄酮可以使大鼠成骨细胞

E43@< .)KB 增加 F 倍，蛋白增加 6 倍，从而显著提

高 E43@< 合成；同时发现大豆黄酮可以刺激不同阶

段的成骨细胞分化，对体外培养的成骨细胞骨形成

有直接作用。因此认为这种作用可能通过增加成骨

细胞 E43" 生成来介导的。

本研究中发现适宜浓度的依普拉芬可以促进成

骨细胞 /CD@!8 和 E43@< .)KB 表达，在细胞水平证

实依普拉芬对成骨细胞作用有类雌激素的作用，可

能通过促进成骨细胞这两种细胞因子的分泌，从而

促进成骨细胞的增殖和分化，增强其对钙磷的吸收，

提高绝经后妇女的骨密度，预防骨质疏松。

关于植物雌激素能否作为雌激素的替代物用于

绝经后妇女激素替代疗法，目前的数据还不足以下

一个确定性的结论。尽管流行病学和基础性实验研

究提示异黄酮对特定的靶组织可能具有保护作用，

但是还需要进行进一步的随机和安慰剂对照的临床

研究来确定这些重要作用。
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