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摘要： 目的　通过测定橄榄苦苷对成骨细胞 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ的表达，探讨其治疗骨质疏松症的机制。 方法　运用荧光定
量 ＰＣＲ技术（ＲＴ-ＰＣＲ）检测不同浓度橄榄苦苷不同时间对成骨细胞 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ 表达量。 结果　与阴性对照组比较，
ＲＴ-ＰＣＲ 结果显示不同浓度的橄榄苦苷均能促进 ＯＰＧ ｍＲＮＡ的表达，并且抑制成骨细胞 ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ 的表达。 结论　橄榄
苦苷可能通过抑制 ＲＡＮＫＬ分泌来降低破骨细胞活性，同时促进成骨细胞分泌 ＯＰＧ，使之与 ＲＡＮＫＬ结合增多，间接作用于破
骨细胞，使其活性降低，而达到治疗骨质疏松的目的。
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Abstract： Objective　To explore the mechanism of oleuropein in the treatment of osteoporosis by measuring the expression of
OPG／RANKL mRNA in osteoblasts．Methods　 The expression of OPG／RANKL mRNA in osteoblasts was detected using
fluorescence quantitative PCR （RT-PCR） in the presence of different solubility of oleuropein at different time．Results　Compared
to the control group， the results of RT-PCR showed that oleuropein of all concentrations promoted the expression of OPG mRNA，
and inhibited the expression of RANKL mRNA．Conclusion　Oleuropein reduces the activity of osteoclasts by inhibiting the
secretion of RANKL， and simultaneously promotes osteoblasts to secrete OPG， which combines with RANKL that indirectly affects
osteoclasts， leading to the decrease of osteoclast activity and reaching the purpose of the treatment of osteoporosis．
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　　最新国际癌症研究中心（ ＩＡＲＣ）公布的“２０１４
年全球癌症数据库”（ＧＬＯＢＯＣＡＮ ２０１４）资料显示，
卵巢癌占女性肿瘤 ５％，死亡率居妇科恶性肿瘤首
位［１，２］ 。 卵巢癌术后因雌激素急剧下降，导致骨质
疏松症及其骨折等并发症明显增高，严重影响了病
人的生活质量。 目前国内外对雌激素下降所致的骨
质疏松症常采用激素替代治疗（ＨＲＴ）。 ＨＲＴ 虽然
降低了骨质疏松和骨折的危险性，但研究证实 ＨＲＴ
是卵巢癌发生发展的危险因素［３］ ，卵巢癌术后引发
的骨质疏松症，由于其用药的局限性使得治疗更是
难中之难。 研究表明［４］ ，天然橄榄油中富含的橄榄
苦苷不仅可减少骨量丢失，还具有抗炎、抗氧化、抗
子宫内膜癌、乳腺癌的作用，在防治人工绝经后骨质

疏松症方面具有广阔的前景，尤其是对妇科恶性肿
瘤者是可选择的天然药物。 我们前期实验表明［５］ ，
橄榄油能够提高去势 ＳＤ 大鼠的骨密度。 橄榄油中
的主要成分橄榄苦苷可以减少骨量丢失而防治骨质
疏松［４］ ，但是橄榄苦苷防治骨质疏松症的机制尚不
清楚。 本研究采用 ＲＴ-ＰＣＲ技术检测不同浓度橄榄
苦苷对成骨细胞 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ 的表达情况，
初步探讨其分子机制。

1　材料和方法
1畅1　材料

实验动物：新生 ４８ｈＳＤ大鼠由南京军区福州总
医院比较医学科实验动物中心提供。
主要药物及试剂：低糖无酚红 ＤＭＥＭ 培养基、

胎牛血清（购于美国 Ｓｉｇｍａ 公司），Ⅱ型胶原酶购自
Ｇｉｂｃｏ 公司。 ０畅２５％胰蛋白酶 （进口分装，购自
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Ｓｉｇｍａ公司）和 ＮＢＴ／ＢＣＩＰ 碱性磷酸酶染色试剂盒
购自上海华美公司。 ２５ ｃｍ２ 培养瓶、１５ ｍＬ离心管、
５０ ｍＬ离心管购于 ｓｉｇｍａ公司。 ＰＢＳ、ＭＴＴ试剂购于
上海碧云天生物技术有限公司。 橄榄苦苷（购于
Ｆｕｎａｋｏｓｈｉ， Ｔｏｋｙｏ Ｊａｐａｎ ）。 ＯＰＧ、 ＲＡＮＫＬ、 内 参
ＧＡＰＤＨ引物均由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， ＵＳＡ公司合成。
1畅2　方法
1畅2畅1　成骨细胞的分离、培养、传代：８ 只 ７２ｈ 内新
生 ＳＤ乳鼠放于 ７５％乙醇中浸泡 １０ ｍｉｎ； 切下颅盖
骨置于加有双抗的 ＰＢＳ 液内，清除骨膜、血管等结
缔组织，剪成 １ ｍｍ×１ ｍｍ大小的骨片置于 ０畅２５％
胰蛋白酶溶液中，并在 ３７℃的恒温水浴中消化 ３０
ｍｉｎ，之后迅速将离心管放于１ ０００ ｒ／ｍｉｎ的离心机中
进行离心 １０ ｍｉｎ。 吸去离心后的上清液，再往离心
管加入量为 １ ｍｇ／ｍＬ ２ 型胶原酶即每毫升低糖
ＤＭＥＭ中加入 １ ｍｇ ２型胶原酶，在 ３７℃的条件下消
化 １ ｈ。 消化完后进行离心处理（具体离心条件同
上），吸掉上清液后用含 １０％的胎牛血清 ＤＭＥＭ制
成细胞悬液。 细胞接种于 ２５ ｃｍ２ 培养瓶中，放入条
件为 ５％ ＣＯ２ 、３７℃培养箱，２４ ｈ 后首次换液，以后
每２ ｄ换液１次，待细胞长满瓶底８０％时，用０畅２５％
胰蛋白酶消化传代，并对每传一代细胞进行细胞计
数，和绘制成骨细胞生长曲线，得出处于对数期成骨
细胞用于后期实验。
1畅2畅2　　成骨细胞的鉴定：①成骨细胞按上述方法
培养至半汇合，弃培养液， ＰＢＳ洗涤后， ２畅５％戊二
醛室温下固定 １０ ｍｉｎ， ＰＢＳ洗涤后用 ＮＢＴ／ＢＣＩＰ 试
剂盒进行碱性磷酸酶染色。 ②在倒置相差显微镜观
察成骨细胞的形态、细胞核、胞浆等。
1畅2畅3　橄榄苦苷对成骨细胞的干预：将对数期成骨
细胞以 １ ×１０５接种于 ６孔板中，待 ２４ ｈ细胞贴壁牢
固后，吸去培养液，用 ＰＢＳ冲洗 ２ 次，分别往 ６ 孔培
养孔中加含 ０、５０、１００、２００、４００ μｇ／ｍＬ 橄榄苦苷的
完全培养基，分别培养 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ。
1畅2畅4　ＲＮＡ 提取和 Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＲＴ-ＰＣＲ：用 ＲＮｅａｓｙ
试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ，按逆转录试剂盒说明书逆
转录合成 ｃＤＮＡ，然后稀释 ３ 倍，取 １ μＬ 稀释后的
ｃＤＮＡ进行 Ｒｅａｌ-ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应。 特异性乳鼠引物
序列如下：Ｒａｔ-ＧＡＰＤＨ ｐｒｉｍｅｒ （３５２ｂｐ）Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ：
５-ＡＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴ-３； Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ
ｐｒｉｍｅｒ： ５- ＡＧＡＴＧＡＴＧＡＣＣＣＴＴＴＴＧＧＣＣＣ-３； Ｒａｔ-
ＯＰＧ ｐｒｉｍｅｒ （ ３７３ｂｐ ） Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ： ５-
ＣＧＡＧＣＣＴＴＡＴＣＣＣＡＴＴＴＧＴＡＧ-３， Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ：
５-ＡＧＡＧＧＧＣＧＣＡＴＡＧＴＣＡＧＴＡＧＡ-３； Ｒａｔ-Ｒａｎｋｌ

ｐｒｉｍｅｒ （ ３６１ｂｐ ） Ｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ： ５-
ＴＣＧＧＧＴＴＣＣＣＡＴＡＡＡＧＴＣＡ-３，Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ｐｒｉｍｅｒ： ５ -
ＡＡＧＧＧＴＴＧＧＡＣＡＣＣＴＧＧＡＣ-３。 反应条件为：９５℃
预变性 ５ ｍｉｎ 后，９５℃ 变性 ２０ ｓ，５８℃ 退火 ３０ ｓ，
７２℃延伸３０ ｓ，共３０个循环，于７２℃延伸阶段检测
荧光产物，生成扩增曲线。 在同一次反应中，各组均
设 ３ 个平行重复。 以 ＧＡＰＤＨ 为内参基因，通过
ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ 分析软件进行定量分析。
1畅3　统计学处理

结果以（珋x±s）表示，采用 ＳＰＳＳ９ 统计软件进行
各组数据间的方差分析，P＜０畅０５具有统计学差异。

2　结果
2畅1　成骨细胞的鉴定

①经碱性磷酸酶染色后，高倍镜下观察见细胞
呈不规则外形，多突起，胞浆丰富，胞浆内富含蓝紫
色碱性磷酸酶颗粒，细胞核不着色，可见核仁（见图
１ａ）。 ②可见大部分细胞贴壁，伸展，多呈多边形、纺
锤型、三角形、梭形，胞浆丰富向外伸展出生长突；胞
质丰富清晰；１ ｗ左右细胞几乎满布，形成单层细胞
层，细胞融合成片，分界较为模糊（见图 １ｂ）。

图 1　成骨细胞的鉴定
Fig．1　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ

Ｕｎｄｅｒ ｈｉｇｈ ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ （ ×４００） ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ｉｎ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ ｓｈａｐｅ ｗｉｔｈ ａｂｕｎｄａｎｔ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ， ｒｉｃｈ ｖｉｏｌｅｔ
ａｌｋａｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ， ａｎｄ ｐｒｏｍｉｎｅｎｔ
ｎｕｃｌｅｏｌｉ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ （１ａ）．Ｍｏｓｔ ｃｅｌｌｓ ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｗｅｌｌ
ａｎｄ ａｐｐｅａｒｅｄ ｓｔｒｅｔｃｈｅｄ， ｍｕｌｔｉ ｐｏｌｙｇｏｎａｌ， ｓｐｉｎｄｌｅ， ａｎｄ ｔｒｉａｎｇｌｅ
ｓｈａｐｅｄ ｗｉｔｈ ａｂｕｎｄａｎｔ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｅｘｔｅｎｄｉｎｇ ｏｕｔｗａｒｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｃｅｓｓ． Ａｆｔｅｒ ａ ｗｅｅｋ ｃｅｌｌｓ ｆｏｒｍｅｄ ａ ｃｏｎｆｌｕｅｎｔ
ｍｏｎｏｌａｙｅｒ ｂｕｔ ｔｈｅ ｂｏｕｎｄａｒｙ ｗａｓ ｆｕｚｚｙ （１ｂ）
　

2畅2　对数期成骨细胞
原代培养的成骨细胞进行传代，每一代都进行

精确地细胞计数，得出第三代为成骨细胞的对数期
（见图 ２）。
2畅3　不同浓度橄榄苦苷不同时间对成骨细胞
ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ 表达的影响
成骨细胞经过不同溶度橄榄苦苷作用后，ＲＴ-

ＰＣＲ 结果表明，ＲＡＮＫＬ ｍＲＮＡ 表达降低（P＜０畅０５），
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图 2　对数期成骨细胞
Fig．2　Ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｉｎ ｔｈｅ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｐｈａｓｅ

Ｔｈｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅｄ．Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｐａｓｓｇｅ ｗａｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃ ｐｈａｓｅ ａｆｔｅｒ ｐｒｅｃｉｓｅ ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ
　

图 3　不同溶度橄榄苦苷不同时间对成骨细胞 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬｍＲＮＡ 表达的影响
Fig．3　Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｌｅｕｒｏｐｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ ＲＡＮＫＬ／ＯＰＧｍＲＮＡ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ　

ＯＰＧ ｍＲＮＡ表达水平升高（P ＜０畅０５），且随着时间
的延长差异更明显，见图 ３。

3　讨论
橄榄苦苷（Ｏｌｅｕｒｏｐｅｉｎ），是一种无毒的裂环烯醚

萜苷类化合物。 裂环烯醚萜（ｓｅｃｏｉｒｉｄｏｉｄｓ）是环戊烷
单萜衍生物中的一类化合物，是由环烯醚萜类化合
物裂环而成，只占环烯醚萜类的很少一部分。 橄榄
苦苷是一种重要的苯酚类裂环环烯醚萜苷，广泛存
在于木樨科的木樨榄属、丁香属、女贞属、木樨属和
茉莉属植物中，到目前为止，已提取分离出橄榄苦苷
的木樨科植物至少在 ２５种以上。 研究表明，橄榄苦
苷不仅可以减少骨量丢失防治骨质疏松，还具有抗
氧化、抗炎［６］ 、抗子宫内膜癌、抗乳腺癌［７］ 、保护心
血管系统［８］及降血糖等作用。
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骨保护素（ＯＰＧ）／核因子-κＢ 受体活化因子配
体（ＲＡＮＫＬ）／核因子-ＫＢ 受体活化因子（ＲＡＮＫ）系
统是调控骨代谢的重要通路之一。 ＯＰＧ 是一种饵
受体，通过高亲和力与 ＲＡＮＫＬ结合，来抑制 ＲＡＮＫＬ
与 ＲＡＮＫ 的相互作用，以削弱破骨细胞分化成熟能
力和功能活性，限制破骨细胞活跃所导致的过度骨
吸收［９］超家族成员，缺乏穿膜区和细胞质结构域，
为可溶性分泌蛋白。 目前研究发现［１０］ ，ＯＰＧ 在骨
髓、心血管、肾脏、肝脏、脾脏、胎盘、甲状腺、脊髓、脑
等多种组织中均有表达。 橄榄苦苷可以提高成骨细
胞（ＯＢ）表达 ＯＰＧ，防治骨质的流失［１１］ 。 本实验显
示，橄榄苦苷能够促进成骨细胞的增殖。 橄榄苦苷
组与阴性对照组比较，成骨细胞 ＯＰＧｍＲＮＡ 的表达
明显上调，由此可以说明橄榄苦苷可能是通过促进
成骨细胞表达 ＯＰＧ，使之与 ＲＡＮＫＬ 的结合增多，抑
制破骨细胞的功能，而达到治疗骨质疏松症的目的。
ＲＡＮＫＬ以两种形式存在于体内，一种以跨膜形式表
达于 Ｔ细胞、软骨细胞、成骨细胞等细胞膜表面，即
膜结合型 ＲＡＮＫＬ，其相对分子质量为 ４０ ０００ ～
４５ ０００；另一种以游离形式存在淋巴组织、骨与软骨
组织、关节滑液中，即游离型 ＲＡＮＫＬ，其相对分子质
量为 ３１０００。 存在于破骨细胞前体细胞膜表面的
ＲＡＮＫ 是前体细胞被激活和分化成破骨细胞最重要
的信号通道，而成骨细胞分泌的 ＲＡＮＫＬ 能激活该
通道，ＲＡＮＫＬ一旦与ＲＡＮＫ结合就会刺激前体破骨
细胞分化，活化成熟的破骨细胞，增强破骨细胞的运
动能力，延长其存活，抑制破骨细胞凋亡，从而间接
促进骨吸收。 所以 ＲＡＮＫＬ对于破骨细胞的分化是
必需的［１２］ 。 本实验采用 ＲＴ-ＰＣＲ 技术，与阴性对照
组相比，橄榄苦苷对成骨细胞 ＲＡＮＫＬ 的表达明显
下调，说明橄榄苦苷可能通过抑制成骨细胞表达
ＲＡＮＫＬ，抑制了破骨细胞的活性。
橄榄苦苷可能是通过促进成骨细胞 ＯＰＧ 的表

达，抑制 ＲＡＮＫＬ 的表达，阻断骨吸收信号的传递，
阻止破骨细胞的分化与激活，抑制成熟破骨细胞的
骨吸收活性，从而诱导破骨细胞的凋亡，来治疗骨质
疏松症。 推测橄榄苦苷可以运用于骨相关疾病的治
疗，进一步拓展橄榄苦苷作用范围。
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