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摘要： 目的　研究淫羊藿苷（ Ｉｃａｒｉｉｎ， ＩＣＡ）促进体外培养大鼠骨髓基质细胞（Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）的成骨性分化
机理。 方法　贴壁分离法培养大鼠骨髓基质细胞并用流式检测细胞纯度。 骨髓基质细胞传代至第 ２ 代时分别用含有成骨性
诱导剂的 １ ×１０ －５ ｍｏｌ／Ｌ ＩＣＡ 和 ＬＹ２９４００２ 处理 ２４ ｈ 后用 Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＲＴ-ＰＣＲ 检测 ＡＬＰ、ｅＮＯＳ 和 ｉＮＯＳ 的 ｍＲＮＡ 表达水平，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＡＬＰ、ｐ-ＡＫＴ、ｅＮＯＳ和 ｉＮＯＳ的蛋白表达量。 结果　原代骨髓基质细胞体外培养传代至第 ２代时纯度可达
９５％以上。 基因和蛋白质检测均显示 ＩＣＡ 可极显著的促进碱性磷酸酶（ＡＬＰ）的表达（P ＜０畅０１），ＰＩ３Ｋ 的特异性抑制剂
ＬＹ２９４００２会抑制 ＩＣＡ对 ＡＬＰ的提高，ＩＣＡ＋ＬＹ２９４００２组与 ＣＯＮ组的表达差别不明显。 ｐ-ＡＫＴ的蛋白表达变化与 ＡＬＰ相似。
ＩＣＡ可以提高 ｅＮＯＳ表达（P ＜０畅０１），加抑制剂能使其降低（P ＜０畅０１），而 ｉＮＯＳ的 ＩＣＡ 组与 ＩＣＡ ＋ＬＹ２９４００２ 组无明显差别。
结论　ＩＣＡ促进 ＢＭＳＣｓ 成骨性分化过程涉及到 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，且 ＡＫＴ位于 ｅＮＯＳ的上游；ｅＮＯＳ和 ｉＮＯＳ共同作用，但 ｉＮＯＳ
起主要作用。
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　　随着人口老龄化的到来，骨质疏松的发病率在
常见疾病中已跃居第七位

［１］ ，骨质疏松患者易发生
骨折，使其生活质量低，骨质疏松是一种严重威胁中

老年健康的常见多发疾病
［２］ 。 我们前期的研究表

明中草药淫羊藿的主要有效成分淫羊藿苷具有理想

的抗骨质疏松作用
［３］ ，可以促进大鼠骨髓基质细胞

（Ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）的成骨性分化，
同时抑制体外培养破骨细胞骨吸收活性

［４］ ，但其机
理尚不明确。 本课题组研究表明［５］

淫羊藿可以通

过激活 ＮＯ-ｃＧＭＰ-ＰＫＧ信号通路以发挥其促进骨形
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中国骨质疏松杂志　２０１３ 年 ９ 月第 １９ 卷第 ９ 期　Ｃｈｉｎ Ｊ Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓ， Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０１３，Ｖｏｌ １９， Ｎｏ．９
Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｏｎｌｉｎｅ ｗｗｗ．ｗａｎｆａｎｇｄａｔｅ．ｃｏｍ．ｃｎ　ｄｏｉ：１０畅３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００６-７１０８畅２０１３畅０９畅００１

万方数据



成的作用，但对淫羊藿苷促骨髓间充质细胞成骨性
分化的一氧化氮通路上游所涉及到的信号通路，以
及对 ＩＣＡ 促进骨形成的初期过程中究竟是哪一亚
型的 ＮＯＳ起主要作用尚无报道。 本实验就一氧化
氮亚型在骨形成过程中的参与情况进行研究。

1　材料和方法
1畅1　实验动物

１５０ｇ 左右Ｗｉｓｔａｒ 雄鼠，购自甘肃中医学院 ＳＰＦ
级动物实验中心，动物质量合格证号：ＳＣＸＫ（甘）
２００４-０００６-１５２。
1畅2　试剂

ＤＭＥＭ培养基（ Ｇｉｂｃｏ 公司）；标准胎牛血清
（兰州民海生物工程公司）；淫羊藿苷（中国药品生
物制品检定所，纯度＞９８％ ）；地塞米松、β-甘油磷
酸钠、抗坏血酸（ ＡＳＡＰ）、胰蛋白酶（ Ｓｉｇｍａ 公司）。
ＲＮＡｉｓｏ Ｒｅａｇｅｎｔ、 反转录试剂盒 （ Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ）、实时定量 ＰＣＲ 试剂盒（ ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ），Ｅａｓｙ Ｄｉｌｕｔｉｏｎ 稀释液均购自 ＴａＫａＲａ 公
司，引物由 ＴａＫａＲａ 公司设计合成。 ＢＣＡ 蛋白定量
试剂盒购自武汉博士德公司，兔多克隆抗体 ｉＮＯＳ
购自美国 ＡＢｃａｍ 公司，兔多克隆抗体 ＡＬＰ、ｐ-ＡＫＴ、
ｅＮＯＳ购自美国 ＣＳＴ公司、小鼠多克隆抗体β-ａｃｔｉｎ、
辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔／山羊抗鼠 ＩｇＧ 购
自北京中杉金桥生物公司，ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｐｉｅｒｃｅ
公司。
1畅3　主要仪器

ＣＯ２ 细胞培养箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｒｅｖｃｏ 公司，
倒置相差显微镜购自日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司，紫外分
光光度计和台式高速冷冻离心机购自德国 Ｈｅｒａｅｕｓ
公司， ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪购自美国 Ｂｅｃｔｏｎ-
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ 公司，蛋白垂直电泳装置购自 Ｂｉｏ-Ｒａｄ 公
司，实时荧光定量 ＰＣＲ仪购自美国 ＡＢＩ公司。

2　方法
2畅1　骨髓基质细胞的体外分离

选用 １５０ ｇ左右的 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠脱颈处死后，剥
离股骨和胫骨，用 ＤＭＥＭ培养基（含 １０％的胎牛血
清）冲洗骨髓腔，收集细胞悬液，１５０ 目的细胞筛过
筛得到单细胞悬液。 调整细胞浓度约为 １畅０ ×１０７

个／ｍＬ，接种培养，３７℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度下培养，
每 ７２ ｈ 换一次液，待细胞铺满皿底 ８０％时，用
０畅２５％胰酶消化，调整细胞浓度约为 １ ×１０５

细胞／
ｍｌ接种培养，在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 及饱和湿度条件下

进行培养，每 ７２ ｈ 换一次液，培养至细胞融合成单
层后，０畅２５％胰酶消化后传两代得到 Ｐ２ 代，待其长
至接近完全融合后进行药物处理。
2畅2　大鼠骨髓基质细胞的鉴定

取 Ｐ２ 对数生长期的细胞，先用 ＰＢＳ冲洗两遍，
分别用 ＰＥ标记的 ＣＤ４５ 抗体和 ＣＤ９０ 抗体与 ＦＩＴＣ
标记的 ＣＤ４４ 抗体标记骨髓基质细胞，将细胞置入
含 １０ ｕｌ 上述抗体的 ＰＢＳ 中，于室温避光静置 ３０
ｍｉｎ，再用预冷的 ＰＢＳ 洗 ３ 遍，最后加入 ５００ μＬ
ＰＢＳ，流式检测细胞的纯度。 ＣＤ４５ 和 ＣＤ９０ 的对照
为以 ＰＥ 标记的抗小鼠 ＩｇＧ 孵育的细胞样本，ＣＤ４４
的对照为以 ＦＩＴＣ 标记的抗小鼠 ＩｇＧ 孵育的细胞样
本。
2畅3　成骨性诱导及药物干预

待 Ｐ２ ９０％融合后进行成骨性诱导（诱导条件
为 ０畅１ ｍｏｌ／Ｌ 的β-甘油磷酸钠、１０ －７ ｍｏｌ／Ｌ 地塞米
松和 ５０ ｍｇ／Ｌ的 ＡＳＡＰ）。 诱导同时进行实验分组：
ＬＹ２９４００２组（含 ５ ×１０ －５ ｍｏｌ／Ｌ ＬＹ２９４００２），ＩＣＡ组
（含 １ ×１０ －５ ｍｏｌ／Ｌ ＩＣＡ），ＩＣＡ ＋ＬＹ２９４００２ 组（含 １
×１０ －５ ｍｏｌ／Ｌ ＩＣＡ 及 ５ ×１０ －５ ｍｏｌ／Ｌ ＬＹ２９４００２），每
组平行做三份，并设对照组（ＣＯＮ）。
2畅4　ＲＴ-Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ

药物干预 ２４ ｈ后提取 Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ，弃培养液，加
入 １ ｍｌ ＲＮＡｉｓｏ Ｒｅａｇｅｎｔ，裂解液；加入 １／５体积的氯
仿，冰浴 １５ ｍｉｎ，１２０００ ｒｐｍ、４℃离心 １５ ｍｉｎ；收集上
清，加入等体积异丙醇，充分混匀，４℃静置 ３０ ｍｉｎ
后，１２０００ ｒｐｍ、４℃离心 １０ ｍｉｎ；弃上清，加入 １ ｍｌ
７５％乙醇， １２０００ ｒｐｍ、４℃离心 ５ ｍｉｎ 后弃去乙醇，
用适量 ＲＮａｓｅ-ｆｒｅｅ 水溶解后，测 ＯＤ２６０、ＯＤ２８０ 和
ＯＤ３２０值，计算 ＲＮＡ 纯度（ＯＤ２６０／ＯＤ２８０）和 ＲＮＡ
浓度（μｇ／μＬ）。 调整 ＲＮＡ 浓度，进行反转录；用
ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＰＣＲ试剂盒配制２０
μｌ ＰＣＲ 反应体系，实时荧光定量 ＰＣＲ 的反应条件
为：９５℃预变性 ３０ ｓ，９５℃变性 ５ ｓ，６０℃退火 ３１ ｓ，
共进行 ４０个循环。 反应结束后，根据 Ｃｔ 值使用双
ΔＣｔ法计算基因的相对表达量。 引物序列如表 １ 所
示，由 ＴａｋａＲａ公司设计并合成。
2畅4　Ｗｅｓｔｅｒｎ-ｂｌｏｔ 药干预后 ２４ ｈ提取总蛋白，并检
测蛋白表达量。 具体步骤如下：弃去培养基用 ４℃
预冷的 ＰＢＳ 漂洗，加入 １５０ μＬ 的细胞裂解液（５０
ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ， ｐＨ ８畅０、１５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ、 １００
ｍｇ／Ｌ ＰＭＳＦ、１ ｍｇ／Ｌ 抑蛋白酶肽、１％ 吐温 －２０、
０畅５％去氧胆酸钠、１％ ＳＤＳ）静置 ３０ ｍｉｎ 后，４℃、
１２０００ ｒｐｍ离心 ３０ ｍｉｎ，取上清， ＢＣＡ 总蛋白定量；
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：、

　　 表 1　Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＲＴ-ＰＣＲ所用引物序列
Table 1　Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｒｅａｌ-Ｔｉｍｅ ＲＴ ＰＣＲ

Gene GeneBank No． Primer sequence Product length／bp

ｉＮＯＳ ＮＭ＿０１２６１１ 噜噜畅３
Ｆｏｒｗａｒｄ　５’ＣＴＣＡＣＴＧＴＧＧＣＴＧＴＧＧＴＣＡＣＣＴＡ-３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５’-ＧＧＧＴＣＴＴＣＧＧＧＣＴＴＣＡＧＧＴＴＡ-３’ １０１ 北

ｅＮＯＳ ＮＭ＿０２１８３８ 噜噜畅２
Ｆｏｒｗａｒｄ　５′-ＧＣＡＴＡＣＣＣＧＣＡＣＴＴＣＴＧＴ-３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′-ＧＣＣＴＴＧＧＣＡＴＣＴＴＣＴＣＣＣ-３′ １０８ 北

ＡＬＰ ＮＭ＿０１３０５９ 噜噜畅１ Ｆｏｒｗａｒｄ　５-ＣＡＣＧＴＴＧＡＣＴＧＴＧＧＴＴＡＣＴＧＣＴＧＡ-３
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′-ＣＣＴＴＧＴＡＡＣＣＡＧＧＣＣＣＧ ＴＴＧ-３′ １５８ 北

ＧＡＰＤＨ ＮＭ＿０１７００８ 噜噜畅３ Ｆｏｒｗａｒｄ　５′-ＴＡＴＣＧＧＡＣＧＣＣＴＧＧＴＴＡＣ -３′
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５′-ＣＴＧＴＧＣＣＧＴＴＧＡＡＣＴＴＧＣ -３′ １４０

９５℃变性 ５ ｍｉｎ，各组取含 ２０ μｇ 蛋白质样品，经
１０％ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳分离后，将蛋白质转移至 ＰＶＤＦ
膜上，５％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈ，一抗 ４℃孵育（１∶
１ ０００稀释）过夜；二抗（１∶５ ０００稀释）３７℃孵育 ２ ｈ；
每进行下一步实验前 ＰＶＤＦ膜均用４℃预冷的 ＴＢＳＴ
漂洗 ３次，每次 １０ ｍｉｎ； Ｘ光片检测结果，灰度值使
用 Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６畅０ 软件扫描测定，重复三次，并
使用统计软件进行统计学分析。
2畅5　统计学分析

所有的数据均以 珋x ±s 表示，采用 ＳＰＳＳ１７畅０ 软

件进行单因素方差分析。 P ＜０畅０１ 代表极显著差
异，P ＜０畅０５代表显著差异。

3　结果
3畅1　大鼠骨髓基质细胞形态观察

培养 ７２ ｈ 后 ｒＢＭＳＣｓ 贴壁生长，呈梭形（图
１Ａ）；传代培养两次后 ｒＢＭＳＣｓ 细胞纯度明显提高，
初期以梭形为主（图１Ｂ）；接触生长后呈三角形或多
角形（图 １Ｃ）。

图 1　不同时期骨髓基质细胞形态
Ａ 骨髓基质细胞接种培养 ７２ ｈ后贴壁细胞（ ×１００），贴壁，呈梭状或三角形；Ｂ 第二代骨髓基质细胞（ ×１００），大量

克隆以长梭形为主； Ｃ 第二代骨髓基质细胞（ ×１００），铺满皿底，密集堆积呈椭圆形

Fig．1　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｔ ｍａｒｒｏｗ ｓｔｒｏｍａｌ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｇｅ
Ａ： Ｓｐｉｎｄｌｅ-ｓｈａｐｅｄ ｒＢＭＳＣｓ ａｆｔｅｒ ７２ ｈ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ １００ ×； Ｂ： Ｔｈｅ ｒＢＭＳＣｓ ａｔ ｐａｓｓａｇｅ ２ １００ ×；

Ｃ： Ｔｈｅ ｒＢＭＳＣｓ ａｔ ｐａｓｓａｇｅ ２ １００ ×

　

3畅2　流式鉴定大鼠骨髓基质细胞
图 ２ 所示为流式鉴定大鼠骨髓基质细胞结果：

第二代的大鼠骨髓基质细胞表达 ＣＤ４４ 和 ＣＤ９０
（ＣＤ４４ 与 ＣＤ９０均为骨髓基质细胞表面标记物）大
于 ９５％，而表达 ＣＤ４５（ＣＤ４５ 为造血系细胞表面标
记物）小于 ５％，可以说明培养的细胞大部分是骨髓
基质细胞，达到要求可用于进一步的实验。
3畅3　基因表达情况

ＩＣＡ组的 ＡＬＰ基因表达水平显著高于 ＣＯＮ 组

（P ＜０畅０１）（图 ３Ａ），ＬＹ２９４００２ 组与对照组无显著
差异，而 ＩＣＡ＋ＬＹ２９４００２ 组的表达量显著低于 ＩＣＡ
组（P ＜０畅０１），且与对照组和 ＬＹ２９４００２组无显著差
异，说明 ＬＹ２９４００２显著抑制 ＩＣＡ 提高 ＡＬＰ 基因表
达水平的活性，表明 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 参与了 ＩＣＡ 促进骨
髓基质细胞成骨分化过程。
图 ３Ｂ表明在 ＩＣＡ可显著提高 ｅＮＯＳ 在 ２４ ｈ的

表达（P ＜０畅０１），而当加入阻断剂有效抑制了 ＡＫＴ
的表达后，ｅＮＯＳ 表达量降低（P ＜０畅０１），提示在短
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图 2　流式细胞仪鉴定骨髓基质细胞纯度
Ａ ＣＤ４４ 骨髓基质细胞表面标记物，阳性表达大于 ９５％；Ｂ ＣＤ９０ 骨髓基质细胞表面标记物，阳性表达大于 ９５％；

Ｃ，ＣＤ４５ 造血系细胞表面标记物，为阴性表达，表达小于 ５％

Fig．2　Ｃｅｌｌ ｐｕｒｉｔｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ａ： ＣＤ４４-ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％； Ｂ： ＣＤ９０-ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９５％；

Ｃ： ＣＤ４５-ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ５％．

　

图 3　Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＲＴ-ＰＣＲ检测骨髓基质细胞相关基因表达基因结果
Ａ：ＡＬＰ 的基因表达； Ｂ： ｅＮＯＳ的基因表达； Ｃ： ｉＮＯＳ 的基因表达
注：倡倡 P ＜０畅０１ vs 对照，倡 P ＜０畅０５ vs 对照；△△ P ＜０畅０１ vs ＩＣＡ
Fig．3　Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＢＭＳＣｓ ｕｓｉｎｇ ＲＴ-ＰＣＲ

Ａ： ＡＬＰ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ： ｅＮＯＳ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｃ： ｉＮＯＳ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　

时间内 ｅＮＯＳ对 ＡＫＴ的影响较为敏感。
图 ３Ｃ为 ｉＮＯＳ 的基因表达量，ＩＣＡ 可以极显著

地提高其表达量至对照组的 ８ 倍左右（P ＜０畅０１），
但加入抑制剂后 ｅＮＯＳ在 ２４ｈ时与 ＩＣＡ组并没有显
著性差异。

3畅4　蛋白表达情况
图 ４显示了相关蛋白表达的检测结果：ＡＬＰ 和

ｐ-ＡＫＴ 加入 ＩＣＡ后蛋白表达升高（P ＜０畅０１），而加
抑制剂组及加 ＩＣＡ 并加抑制剂组蛋白表达均低于
ＩＣＡ组，说明 ＬＹ２９４００２ 起到了对 ｐ-ＡＫＴ 的特异性
阻断作用；ｅＮＯＳ 加 ＩＣＡ 后蛋白表达也有所提高（P
＜０畅０１），且加抑制剂能使其蛋白表达降低（P ＜

０畅０１）；而 ｉＮＯＳ的 ＩＣＡ组与 ＩＣＡ＋ＬＹ２９４００２组无明
显差别，即在 ２４ ｈ 时间点时，ｉＮＯＳ 对 ＬＹ２９４００２ 并
不敏感。

4　讨论
淫羊藿苷（Ｉｃａｒｉｉｎ，ＩＣＡ）是淫羊藿中含量最为丰

富的黄酮苷类化合物，可以改善心脑血管系统功能、
增强机体免疫力及调节内分泌，同时还具有抗肿瘤、
抗肝毒、抗缺氧桙再灌注等作用［６］ 。 本课题组报道［７］

淫羊藿苷可明显促进骨髓间充质细胞的成骨性分

化，翟远坤［５］
报道了淫羊藿可以通过激活 ＮＯ-

ｃＧＭＰ-ＰＫＧ信号通路以发挥其促进骨形成的作用，
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图 4　Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测不同药物处理对骨髓基质细胞相关蛋白表达的影响
Ａ：ＡＬＰ的基因和蛋白表达结果及 Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６畅０ 分析结果；Ｂ：ｐ-ＡＫＴ 的基因和蛋白表达结果及 Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ
６畅０ 分析结果；Ｃ：ｅＮＯＳ的基因和蛋白表达结果及 Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６畅０ 分析结果；Ｄ：ｉＮＯＳ 的基因和蛋白表达结果及
Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６畅０ 分析结果

注：倡倡 P ＜０畅０１ vs 对照，倡 P ＜０畅０５ vs 对照；△△ P ＜０畅０１ vs ＩＣＡ，△P ＜０畅０５ vs ＩＣＡ
Fig．4　Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＢＭＳＣｓ ｕｓｉｎｇ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ

Ａ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＬＰ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ＡＬＰ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６畅０； Ｂ：
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ-ＡＫＴ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｐ-ＡＫＴ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６畅０； Ｃ：
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｅＮＯＳ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｅＮＯＳ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６畅０； Ｄ：
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｉＮＯＳ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｉＮＯＳ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｉｍａｇｅ-Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６畅０
倡倡 P ＜０畅０１ vs ＣＯＮ， 倡 P ＜０畅０５ vs ＣＯＮ， △△P ＜０畅０１ vs ＩＣＡ， △P ＜０畅０５ vs ＩＣＡ
　

但对淫羊藿苷促成骨性分化的一氧化氮通路上游的

信号通路未见报道。
ＡＫＴ是多条信号通路的重要交叉点处于

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的中心环节，是 ＰＩ３Ｋ 的直接靶基
因，参与调节细胞的代谢、增殖、分化和凋亡等一
系列生理活动。 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 是否与 ＩＣＡ 作用于骨
髓基质细胞具有相关性值得探讨。 本实验发现
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 参与了 ｒＢＭＳＣｓ 的成骨性分化，具体表
现在当加入 １ ×１０ －５ ｍｏｌ／Ｌ（该浓度为本课题组在
前期研究中通过系统研究浓度效应而得到的淫羊

藿苷的最佳浓度
［８］ 。） ＩＣＡ干预后 ＡＬＰ在基因水平

和蛋白水平均显著高于对照组，加入 ＰＩ３Ｋ 的特异
性抑制剂 ＬＹ２９４００２ 后成骨性受到抑制，ＡＬＰ 表达
降低。 ｐ-ＡＫＴ 的蛋白表达量与 ＡＬＰ 变化趋势一
致，表明 ＩＣＡ通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径促进了骨髓基质
细胞的成骨性分化。
一氧化氮是骨的重要信号分子，在骨的生理病

理过程中起着重要作用
［２，９］ 。 ＮＯ 的生物合成主要

由 ＮＯＳ 调节其数量和活性，ＮＯＳ 分为不依赖于
　　　　　 （下转第 ９０６页）
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（收稿日期： ２０１３-０５-０８）

（上接第 ９０１页）
Ｃａ２ ＋
结构型：诱导型（ ｉＮＯＳ），另一型为依赖于 Ｃａ２ ＋／

ＣａＭ的结构型，包括内皮细胞型（ｅＮＯＳ）和神经元型
（ｎＮＯＳ）［１０］ 。 翟远坤［５］

已报道了 ＩＣＡ 可通过增加
ＮＯ生成量而使骨髓基质细胞向成骨性分化。 本实
验研究表明当加入 ＰＩ３Ｋ的特异性抑制剂 ＬＹ２９４００２
后可以有效降低 ｅＮＯＳ 的表达，说明 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ 与
ｅＮＯＳ是上下游关系，但对于 ｉＮＯＳ 并无影响，表明
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ的表达并不影响 ｉＮＯＳ的表达。 在加 ＩＣＡ
后 ２４ ｈ时 ｉＮＯＳ 表达显著高于 ｅＮＯＳ，起主要作用。
此外，对于 ｎＮＯＳ的表达情况本实验尚未涉及，本课
题组将于下一步研究中予以关注。
总之，本实验阐明了淫羊藿苷促进 ｒＢＭＳＣｓ 成

骨性分化的部分分子机理，为骨质疏松的防治提供
了新的思路。
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