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摘要：目的 研究 %，&# 双羟维生素 ;<［%，&#?（>D）& ;<］及染料木素（401,EF0,1）对人成骨样 =+>=?& 细胞

的作用。方法 培养人成骨样 =+>=?& 细胞，经%，&#?（>D）& ;<、401,EF0,1 及二者联合应用后，用硝基苯磷

酸二钠法（G?1,FH9G/018-G/9EG/+F0，GIJJ）测定碱性磷酸酶（+-K+-,10 G/9EG/+F+E0，B$J）活性，逆转录?聚合酶

链反应（@L?JM@）方法检测 B$J 及骨保护素（9EF09GH9F040H,1，>JN）*@IB 水平的变化。免疫印记法测定

>JN 蛋白表达。结果 %，&#?（>D）& ;< 及 401,EF0,1 可显著提高 B$J 活性，但对 B$J *@IB 的表达没有影

响。二者联合应用有协同作用，可显著提高 B$J 活性及 *@IB 的表达（! O "P"%）。%，&#?（>D）& ;<组可

显著降低 >JN *@IB 及蛋白的表达，而与 401,EF0,1 共用时，此抑制作用消失（ ! O "P"%）。结论

%，&#?（>D）& ;<及 401,EF0,1 在促进人成骨样 =+>=?& 细胞的分化过程存在协同作用，401,EF0,1 通过调控

>JN 基因及蛋白的表达抑制%，&#?（>D）& ;< 对破骨细胞的促进作用，从而促进骨的形成。
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绝经后骨质疏松症是中老年妇女的常见病，其

发病率远远高于男性，其主要原因是雌激素水平下

降、维生素 ; 缺乏和钙的摄入不足，导致骨的吸收

大于骨的形成［%］。维生素 ; 是骨代谢所必需的，经

过肝脏和肾脏的转化，维生素 ; 形成其生物代谢活

性产物———%，&# 双羟维生素 ;<［%，&#?（>D）&;< ］。

%，&#?（>D）&;<可促进骨细胞的分化成熟［&］。雌激素

主要是通过雌激素受体促进成骨细胞的活动，抑制

破骨细胞的活动，从而达到阻止骨吸收，预防骨丢

失，增加和维持骨密度的目的［<］。目前绝经后骨质

疏松的治疗方法主要是应用药物刺激骨的形成，抑
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制骨的吸收。特别是采用雌激素、钙剂或维生素 !
的联合使用比单制剂疗效更佳［"］。但研究资料显示

雌激素替代治疗会增加乳腺癌、子宫内膜癌和中风

等的发病率，雌激素替代治疗的副作用，限制了其在

临床的广泛应用。因此应用天然的植物雌激素来替

代雌激素疗法具有广阔的应用前景。

植物雌激素具有类雌激素样作用，可清除自由

基和抗氧化应激。染料木素（#$%&’($&%）是大豆异黄

酮的主要活性成分，其化学结构和雌激素相似，是已

知的植物雌激素。大量的流行病学资料、动物及离

体细胞实验均已证实 #$%&’($&% 可促进成骨细胞增殖

和分化，增强骨密度，对骨质疏松具有一定的防治作

用［)*+］。但,，-)*（./）-!0、#$%&’($&% 及二者联合应用

对人成骨样 12.1*- 细胞的作用，目前尚未见报道。

本研究通过离体培养人成骨样 12.1*- 细胞，模拟更

年期的低雌激素水平，研究,，-)*（./）-!0、#$%&’($&%
及二者联合应用对 12.1*- 细胞分化成熟的影响，以

期为 绝 经 后 骨 质 疏 松 的 防 治 提 供 进 一 步 的 实 验

依据。

! 材料和方法

!"! 试剂及其来源

12.1*- 细胞购自美国 3455 公司。!676 培养

基 购 自 8%9&(:;#$% 公 司（ 美 国 ）。 染 料 木 素、

,，-)*（./）-!0 及碱性磷酸酶检测试剂盒购自 1&#<2
公司（美国）。逆转录试剂盒购自 =:;<$#2 公司（美

国）。42# !>3 聚合酶购自 43?3@3 公司（日本）。

骨保护素抗体购自 =$A:;($BC 75 公司（英国）。

!"# 12.1*- 细胞的培养

12.1*- 细胞（3455 >;D /4E*F)）接种于 G 孔或

,- 孔板，用含 ,HI胎牛血清和 ,H %<;J·KL ,的地塞米

松的 !676 培养基，于 0+M、)I 5.- 条件下培养。

每 0 天换 , 次培养液，到第 G 天用含 ,I活性炭处理

的 胎 牛 血 清（ BC2:B;2J*’(:&AA$N O$(2J P;9&%$ ’$:Q<，

’RE1）和 ,H %<;J·KL ,的地塞米松的无酚红 !676 继

续培 养 "F C 后，应 用 #$%&’($&%（, !<;J·KL , ）或

,，-)*（./）-!0（, %<;J·KL ,）处理细胞 -" C 或 "F C。

二者联合应用组，先用,，-)*（./）-!0（, %<;J·KL , ）

预处理细胞 -" C，再用 #$%&’($&%（,!<;J·KL ,）处理细

胞 -" C 或 "F C。

!"$ 3K= 活性的测定

12.1*- 细 胞 应 用 #$%&’($&%（, !<;J·KL , ）或

,，-)*（./）-!0（, %<;J·KL ,）处理细胞 "F C。二者联

合应用组，先用,，-)*（./）-!0（, %<;J·KL ,）预处理

-" C，再用 #$%&’($&%（,!<;J·KL ,）处理细胞 "F C。用

,HH!K 含 有 蛋 白 酶 抑 制 剂（- !#·<KL , 2A:;(&%&%，

-!#·<KL , J$QA$A(&%，, <<;J·KL , =61R）的 >;%&N$( =*
"H 细胞裂解液裂解细胞，置冰中 -H <&% 后，以 ,"HHH
转S<&%的速度在 "M下离心 0H <&%，上清液用于 3K=
活性的测定。取 -H!K 的上清液与 3K= 反应物混

合，0+M孵育 0H ’，在波长 "H) %< 读取吸光度作为

8>8483K 3，反应 - <&% 时的吸光度作为 R8>3K 3，

3K=活性按下列公式计算：3K=（TSK）U［（R8>3K L
8>8483K）S- V 4W V ,HHH］S（,FX") V 1W V K=），其中 4W
是总体积（,XH- <K），1W 是样本体积（HXH- <K），K=
是光径（, B<）。用 E:2NO;:N 法测定蛋白含量，以每

!# 蛋白中碱性磷酸酶活性单位表示。

!"% 逆转录聚合酶链反应（@4*=5@）检测 3K= 及

.=Y 基因表达

12.1*- 细 胞 应 用 #$%&’($&%（, !<;J·KL , ）或

,，-)*（./）-!0（, %<;J·KL ,）处理细胞 -" C。二者联

合应用组，先用,，-)*（./）-!0（, %<;J·KL ,）预处理

-" C，再用 #$%&’($&%（,!<;J·KL , ）处 理 细 胞 -" C。

4:&Z;J 法从细胞中提取总 @>3，取 -!# 总 @>3 进行

@4*=5@ 扩增。3K= 上游引物：)[*Y4YY35434Y54*
53533533*0[，下 游 引 物：)[*YY3Y333435Y445Y*
543Y3*0[，扩增产物为 )\+ PA；.=Y 上游引物：)[*
Y3355553Y3Y5Y3334353*0[，下游引物：)[*5Y5*
4Y44445353Y3YY453*0[，扩 增 产 物 为 "", PA；

Y3=!/ 上游引物：)[*355353Y45534Y554353*0[，
Y3=!/ 下游引物：)[*44535535554Y44Y54Y43*0[，
扩增产物为 ")- PA。将 =5@ 产物在 -H #·KL ,的琼脂

糖凝胶上进行电脉，应用天能凝胶成像分析软件对

条带进行半定量分析，检测 3K= 和 .=Y <@>3 与其

对应的内参 Y3=!/ <@>3 @4*=5@ 产物的光密度

值，用二者 =5@ 产物条带的光密度比值表示 3K= 和

.=Y 基因的表达水平。

!"& 免疫印记实验

12.1*- 细胞接种于 G 孔板中，每孔细胞数量为

) V ,H)。应用,，-)*（./）-!0（, %<;J·KL ,）预处理 -"
C，再用 #$%&’($&%（,!<;J·KL ,）处理细胞 -" C。收集条

件培养基，应用 6&B:;B;%*,H 浓缩，取上述样品 -H!#
在 ,HI 1!1*=3Y7 中电泳，分离蛋白质样本，后行

]$’($:% 印迹杂交转至硝酸纤维素膜上，用洗脱缓冲

液（44E1：-H <<;J·KL , 4:&’，)HH <<;J·KL , >25J，A/
+X"，HXH)I4^$$% -H）配制的 )I 的脱脂奶进行封

闭，加入 .=Y 一抗（, _,HHH），反应 , C，用洗脱缓冲液
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洗去一抗。再加入 ! " #$$$ 稀释的二抗，室温孵育 !
%，再与化学发光试剂 &’( 温浴 ! )*+，应用天能凝胶

成像分析软件进行定量，以上过程重复 , 次。每次

实验结束后，用考马氏亮蓝染膜，测定每个样本中所

含的蛋白总量，以保证每个样本中的蛋白总量是相

等的。

!"# 统计学处理

所有的实验重复 , 次或 - 次，实验结果采用均

数 . 标准差表示，应用 /0*1) 统计软件进行双因素

方差分析（2345678 9:;<9）继以 2=>?8 法进行两两

比较检验，! @ $A$B，说明结果有统计学意义。

$ 结果

$"! !，#B5（;C）#D,、E?+*1F?*+ 及 二 者 联 合 应 用 对

9(/ 活性及 )G:9 表达的影响

与对照组相比，!，#B5（;C）#D, 组及 E?+*1F?*+ 组

9(/ 活 性 分 别 升 高 !HI 和 !JI，差 异 显 著（ ! @
$A$B）。但二者对 9(/ )G:9 的表达均没有显著影

响。应 用 !，#B5（;C）#D, 预 处 理 细 胞 后，再 应 用

E?+*1F?*+，9(/ 活性及 )G:9 表达量较对照组分别升

高 ,JI和 #HI，差异显著（! @ $A$!）（表 !，图 !）。

表 ! !，#B5（;C）# D,、E?+*1F?*+ 及二者联合应用

对 9(/ 活性的影响（" K -，!# . $）

组别 9(/（L·(M !·!E
M !）

对照组 #NB- . !$N

!，#B5（;C）#D, ,-$- . #$$"

E?+*1F?*+ ,,BH . N-"

!，#B5（;C）#D, O E?+*1F?*+ ,H#J . !B,""P

注：与 对 照 组 比 较" ! @ $A$B，"" ! @ $A$!；!，#B5（;C）#D, O

E?+*1F?*+ 合用组与单用!，#B5（;C）#D,组和 E?+*1F?*+ 组比较 P ! @ $A$B

$"$ !，#B5（;C）#D,、E?+*1F?*+ 及 二 者 联 合 应 用 对

;/Q )G:9 及蛋白表达的影响

!，#B5（;C）#D,抑制 ;/Q )G:9 及蛋白的表达，

均较对照组降低约 ,BI（! @ $A$!）。E?+*1F?*+ 组对

;/Q )G:9 及 蛋 白 的 表 达 没 有 明 显 影 响。应 用

!，#B5（;C）#D,预处理细胞后，再应用 E?+*1F?*+，;/Q
)G:9 及蛋白的表达与对照组相比，没有差异（! R
$A$B）（图 #，,）。

% 讨论

骨质疏松是最常见骨代谢疾病，其病因包括绝

图 ! !，#B5（;C）#D,、E?+*1F?*+ 及二者联合应用

对 9(/ 活性及 )G:9 表达的影响

注：’：对照组；<：!，#B5（;C）#D, 组；Q：E?+*1F?*+ 组；< O Q：

!，#B5（;C）#D, O E?+*1F?*+ 组。与对照组比较，""! @ $A$!，" K ,

图 $ !，#B5（;C）#D,、E?+*1F?*+ 及二者联合应用

对 ;/Q )G:9 的影响

注：’：对照组；<：!，#B5（;C）#D, 组；Q：E?+*1F?*+ 组；< O Q：

!，#B5（;C）#D, O E?+*1F?*+ 组。与对照组比较，""! @ $A$!，" K ,

经后雌激素不足（"型）及老年性阳光照射或维生素

D摄入不足（#型）。在防治绝经后女性骨质疏松

中，雌激素、钙剂或维生素 D 的联合应用是治疗的

B,#中国骨质疏松杂志 #$$N 年 - 月第 !- 卷第 - 期 ’%*+ S ;1F?4T4041，9T0*U #$$N，<4U !-，:4A-



图 ! !，"#$（%&）"’(、)*+,-.*,+ 及二者联合应用

对 %/0 蛋白表达的影响

注：1：对照组；2：!，"#$（%&）"’( 组；0：)*+,-.*,+ 组；2 3 0：

!，"#$（%&）"’( 3 )*+,-.*,+ 组。与对照组比较，!!! 4 565!，" 7 (

首选。

研究显示，应用含 !5 +89:·;< !地塞米松的培养

基培养 =>%=$" 细胞，可促进细胞的分化，?;/ 基础

水平明显升高，!，"#$（%&）"’( 对此分化状态的细胞

生物作用明显［@］。本研究也证实应用含 !5 +89:·
;< !地塞米松的培养基培养 =>%=$" 细胞，其 ?;/ 活

性较无地塞米松培养基培养的细胞提高 !6A 倍，故

本实验采用含 !5 +89:·;< ! 地塞米松的培养基培养

=>%=$" 细胞，研究!，"#$（%&）"’(、)*+,-.*,+ 及二者联

合应用对其分化成熟的影响。

成骨细胞的增殖和分化受到甾体类激素如维生

素 ’ 等的调节，!，"#$（%&）"’( 与其核受体（B,.>8,+ ’
C*D*E.9C，2’F）结合形成复合物，能增强小肠黏膜上

皮细胞对钙的吸收，对破骨细胞和成骨细胞均有刺

激作用，既能促进骨的形成，又能刺激骨的吸收［A］。

本研究结果显示!，"#$（%&）"’( 通过提高 ?;/ 的活

性，促进成骨细胞的分化成熟。!，"#$（%&）"’( 促进

骨吸收可能是一种间接作用。大量研究揭示破骨细

胞的分化成熟是受成骨细胞调节的。破骨前体细胞

膜上存在有核因子!G 受体活化子（C*D*E.9C >D.,B>.9C
9H +ID:*>C H>D.9C$!G，F?JK），各种刺激骨吸收的因子

作用于成骨细胞使其分泌 F?JK 的 配 体（ C*D*E.9C
>D.,B>.9C 9H +ID:*>C H>D.9C$!G :,)>+L，F?JK;），二者结

合后将信号转入破骨前体细胞，使破骨细胞分化成

熟。 同 时 成 骨 细 胞 可 分 泌 一 种 骨 保 护 素

（9-.*9EC9.*)*C,+，%/0），%/0 可竞争性的与 F?JK;
结合，抑制破骨细胞的分化成熟［!5］。本研究结果显

示，!，"#$（%&）"’(可显著降低 =>%=$" 细胞 %/0 基因

和蛋白的表达，提示!，"#$（%&）"’( 通过调节成骨细

胞 %/0 基因和蛋白的表达，发挥其促进破骨细胞介

导的骨吸收作用。

大量 研 究 表 明 )*+,-.*,+ 可 以 与 雌 激 素 受 体

（*-.C9)*+ C*D*E.9C，MF）结合，发挥其类雌激素样作

用。流行病学调查和动物实验揭示 )*+,-.*,+ 和大豆

苷原（L>,N,+）可以缓解雌激素缺乏导致的骨的流失。

本研究结果显示，)*+,-.*,+ 可显著提高 =>%=$" 细胞

?;/ 活性，对 %/0 基因及蛋白表达亦有弱的促进作

用，但 无 统 计 学 意 义。 目 前，F>9 等［@，!!］ 对

!，"#$（%&）"’( 与雌激素对人成骨样 =>%=$" 细胞的

协同作用进行了系列研究，结果显示，!，"#$（%&）"’(

可以显著提高 ?;/ 活性，此作用在雌激素存在的情

况下会进一步增加。但!，"#$（%&）"’( 与 )*+,-.*,+ 对

=>%=$" 细胞的协同作用，尚未见报道。本研究应用

!，"#$（%&）"’( 预处理细胞后，)*+,-.*,+ 可显著增加

?;/ 活性，?;/ 基因表达亦明显增加，提示二者联合

应用后，可进一步促进 =>%=$" 细胞的分化。同时笔

者也观察了!，"#$（%&）"’(预处理后，)*+,-.*,+ 对 %/0
基因及蛋白表达的影响，结果显示，二者联合应用

后，!，"#$（%&）"’(对 %/0 基因和蛋白的抑制作用消

失，其机制可能与 )*+,-.*,+ 的类雌激素样作用有关。

大量 研 究 表 明 =>%=$" 细 胞 表 达 MF"和 MF#
［!"］，

)*+,-.*,+ 通过与 MF 结合，可以促进 %/0 基因和蛋白

的表达［!(］，虽然在本实验中，)*+,-.*,+ 对 %/0 基因和

蛋白表达的增加作用没有统计学意义，但抵消了

!，"#$（%&）"’(对 %/0 基因和蛋白的抑制作用，提示

)*+,-.*,+ 可能通过调控 %/0 基因及蛋白的表达，抑

制!，"#$（%&）"’(对破骨细胞的促进作用，其他可能

的作用机制有待于进一步探讨。

综上所述，!，"#$（%&）"’( 及 )*+,-.*,+ 在促进人

成骨样 =>%=$" 细胞的分化过程存在协同作用，二者

联合应用能够刺激成骨细胞的分化，抑制破骨细胞

的分化成熟，从而促进骨的形成，但其机制尚需进一

步研究。
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差异有显著性，!" # !$ 岁年龄段 ! 值 % "&"’，(" 岁

以后各年龄段 ! 值均 % "&"")。汉族女性各年龄段

骨密度均值明显高于傣族女性，(" 岁年龄段以后 !
值均 % "&"")，差异有非常显著性。是否有种族差异

还有待进一步研究。

随着计算机数字成像技术（*+,）的发展放射吸

收技术（-./0123.4506 .78134901:;93<，-=）其准确性和

精 确 性 与 双 能 吸 收 法（ >?.@ ;A;32< BC3.<
.78134901:;93<，>B=）在测量骨密度和预测骨折危险

性上是相同的，而 -= 法简便经济快捷适用于大规

模的人群筛查［D，E］。本研究表明：西双版纳傣族女性

绝经后、男性老年后骨量迅速丢失。女性 ’" # ’$ 岁

年龄段，男性 D" # D$ 岁年龄段骨质疏松发生率高于

汉族。应加强宣传教育，改善饮食结构，并早期预

防、早期治疗。汉族骨质疏松发生年龄与国内报道

相符合［$，)"］。
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