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摘要：目的探讨异补骨脂素对去卵巢骨质疏松小鼠骨髓间充质干细胞(bone mesenehymal stem cells，BMscs)作用机制。方

法18只c57／BL6雌鼠随机平均分为假手术组(Sham)、去卵巢组(OVx)和去卵巢加异补骨脂素组(OVx+Is0)，各组6只。

0vx组和0Vx+IsO组分离背部近髂脊处肌肉，取出双侧卵巢，结扎上部输卵管，剪去双侧输卵管。sham组相同入路后剪去

包裹卵巢周围的部分脂肪组织。0Vx+ISO组在去卵巢前5天开始灌胃异补骨脂素，灌胃剂量为20 mg／(kg·d)，灌胃持续时

间2个月，Sham组以等剂量生理盐水灌胃。造模后12周处死小鼠，取股骨下段评价骨髓腔中脂肪细胞量，行micm—CT扫描评

价股骨下段骨量改变及RUNx2、PPAR一^v免疫荧光检测。结果异补骨脂素能明显减少由于去卵巢引起的股骨下段脂肪细胞

增多；与此同时，异补骨脂素治疗能明显改善由于去卵巢引起的股骨下段骨量丢失，即0Vx+Is0组骨小梁厚度(Tb．Th)、骨

体积／总体积(BV／TV)、骨小梁数量(Tb．N)大于0Vx组，差异具有统计学意义(P<0．05)；而0Vx+IS0组骨小梁体积(Tb．

Sp)小于Ovx组，差异具有统计学意义(P<O．05)。对去卵巢c57／BL6小鼠股骨下段进行RuNx2和PPAR一1免疫荧光提示，

异补骨脂素治疗能增加股骨下段由于去卵巢引起的RuNx2表达降低，同时能抑制PPAR一1表达增加，即0Vx+IS0组股骨下

段RUNx2、PPAR．_y免疫荧光表达强度高于0VX组，差异具有统计学意义(P<0．05)。结论 异补骨质素对去卵巢小鼠

BMSCs的作用机制为治疗骨质疏松提供了新的临床治疗手段。

关键词：异补骨脂素；骨髓间充质干细胞；骨质疏松；小鼠
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Abstract： 0bjective To study the ef!fects of isopsoralen on bone marrow mesenchymal stem cells(BMSCs) of mice with

ovariectomized osteoporosis and to explore the relevant mechanisms．Methods Ei曲teen C57／BL6 female rats were randomly

divided into sham operation group(sham)， oVariectomized group(0Vx)and oVariectomized plus isopsoralen group(0Vx+

Is0)，with 6 rats in each group．In the OVx group and OVx+IsO group，surgery was perfomed from the back of the proximal

iliac spine muscle，and bilateral ov撕es were removed and the bilateral fallopian tIlbes cut off after the ligation of the upper fallopian

tube．In me Sham gmup，part of the fat tissue around ttIe ovary was removed after the same procedure．All rats of the 0VX+IS0

group was gavaged isopsoralen at a dose of 20 mg／(kg·d)fortwo months began 5 days before the remoVal of oVaries．Au of the

rats in the sham gmup were gavaged wim equal dose of nomal saline．After 12 weeks，rats were sacrificed to eValuate tlle quality of

fat cells in tlle bone marrow cavity． Bone mass of femur was evaluated by micro—CT scan and RUNX2 and PPAR一^y were also
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assessed．Results Isopsoralen can slgnmcantly decrease the increase in fat cells resulted from oVariectomized in OVX mlce． In

addition，isopsoralen treatment can s培nificantly reduce the loss of bone mass due to ovariectomized in the lower femur． Trabecular

bone thickness(TB．Th)，bone Volume／total Volume(BV／TV)and trabecular number(TB．N)were aU significant greater(P

<0．05)in the 0Vx+ISO group than those in the OVx group；and bone trabecular separation(TB．sP)was significant lower(P

<0．05)in the OVx+IS0 gmup than that in山e 0VX group．The Runx2 and PPAR一一y immune nuorescence tips in tlle lower femur

of C57／BL6 mice showed that isopsoralen treatment could increase Runx2 expression that was decreased due to oVariectomy，and

inhibit increased expression of
PPAR一1， namely the immune fluorescence expression intensities of Runx2 and PPAR-1 in lower

femur were significant higher in the 0Vx+Is0 group than that of OVx gmup(P<0．05)．Conclusion Study the effects and

mechanisms of isopsoralen treatment on BMSCs in oVariectomized mice proVides a new aVenue for the treatment of osteoporosis．

Key words： Isopsoralen；Bone mesenchymal stem cells；0steoporosi8；Mice

绝经后骨质疏松发病率高、危害性大‘11。绝经

后雌激素的减少可激活和增殖T细胞，促进破骨细

胞的形成，使骨量减少，骨小梁变细，小梁间隙增宽，

发生骨质疏松》3I。目前临床上治疗通过降低破骨

细胞的骨质吸收作用或提高成骨细胞成骨能力来影

响患者骨量。近年来中药在治疗骨质疏松方面的优

势越来越受关注。本文通过观察中药异补骨脂素对

模拟绝经后骨质疏松，即去卵巢小鼠骨髓间充质干

细胞(bone mesenehymal stem cells，BMSCs)成骨分

化能力的影响，从而探讨其作用机制。

1材料与方法

1．1 主要试剂及设备

异补骨脂素(纯度>99％，分子量186．1635，

S唔ma，USA，)，仅-MEM培养基(Gibco，uSA)，牛血清

白蛋白(BSA)、青．链霉素溶液(P／S)、IBMX、B一甘油

磷酸钠、维生素C、二甲基亚砜(DMSO)(Santa Cruz，

USA)，Micro．CT(SCANCO Medical AG瑞士)，一

80℃超低温冰箱(SANYO-MDFU50V，日本Sanyo公

司)。

1．2 动物分组与模型建立

18只C57／BL6雌鼠随机平均分为假手术组

(Sham)、去卵巢组(OVx)和去卵巢加异补骨脂素组

(OVX+ISO)，各组数量6只。OVx组和OVx+ISO

组分离背部近髂脊处肌肉，取出双侧卵巢，结扎上部

输卵管，剪去双侧输卵管。Sham组相同入路后剪去

包裹卵巢周围的部分脂肪组织。OVx+ISO组在去

卵巢前5天开始灌胃异补骨脂素，灌胃剂量为20

mg／(kg·d)，灌胃持续时间2个月，Sham组以等剂

量生理盐水灌胃。

1．3观察指标及方法

1．3．1骨标本收集：术后喂养3个月，断颈处死小

鼠，取两侧股骨、胫骨，仔细剔除周围附着的肌肉等

软组织，同时将左侧股骨放入含有0．1％叠氮钠的

生理盐水中，备骨组织微结构测定；右侧股骨用于免

疫组织化学、免疫荧光检测RuNx2和过氧化物酶

体增殖物激活受体Y(PPAR．1)蛋白表达以及组织

形态学分析。

1．3．2股骨下段HE染色：取实验鼠股骨4％中性

多聚甲醛常温固定，漂洗后进行脱钙，4℃脱钙21

天，每3天更换1次脱钙液，每隔3天观察脱钙过

程，股骨弯曲至90。认为脱钙完全即可终止。将已

经完成脱钙的标本漂洗、组织脱水、石蜡包埋、切片、

烤片，进行HE染色。

1．3．3脂肪细胞定量分析：普通光学显微镜对股骨

下段干骺端进行拍照，定量脂肪细胞，分析参数为：

脂肪细胞数量(AD#，per mm2)，总脂肪细胞面积占

骨髓腔比例(AV／TV)。所有切片均由3个不同人

统一拍摄同一区域，拍摄顺序由图片左下角干骺端

向右将图片平均分割呈3个区域进行拍摄，然后从

图片左上角皮质骨内向右将图片分割成3个区域进

行拍摄，进行脂肪细胞计数时不包括已被破坏的脂

肪细胞。分析时为避免对最终结果产生偏倚，所有

图均未知标本的各自分组(Sham，OVx或者OVX+

ISO组)。

1．3．4股骨下段Micro．CT扫描：股骨远端进行显

微CT(Scanco Medical，“CT 80)分析：小鼠C02麻

醉，股骨下端骨小梁较为明显和集中的区域通过显

微CT(斗CT)分析和三维重建，设置参数为扫描电压

70KV，功率30W，扫描电流429斗A，每次扫描厚度

5恤m。分析数据包括：骨小梁厚度(Tb．Th)、骨小梁

体积(Tb．sp)、骨体积(BV)／总体积(TV)和骨小梁

数量(Tb．N)。

1．3．5 股骨下段RuNX2、PPAR．1免疫荧光表达：

取去卵巢并灌胃异补骨脂素C57／BL6小鼠股骨，保

留膝关节和股骨中下段，4％中性多聚甲醛室温固

定，进行漂洗、脱钙、再漂洗、组织脱水、石蜡包埋、切

片烤片、烤蜡、脱蜡、抗原修复、孵育抗体等，后用含
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DIPI封片剂封片，避光保存3分钟后荧光共聚焦显

微镜观察拍照，从上下左右中5个方位随机取5个

非重叠视野，使用Image．Pro P1us(IPP)软件计算平

均光密度值。

1．4统计学处理

采用SPSS20．0统计软件进行统计学分析。结果

以均数±标准差表示，采用单因素方差分析。首先进

行方差齐性检验，若检测结果方差齐性，则组间多重

比较采用LsD法；若方差不齐则采用组间多重比较

Dunnett’sT3法。尸<0．05为差异有统计学意义。
、|'，1f”

2 结果

2．1 异补骨脂素对去卵巢C57／BL6小鼠股骨下段

骨髓腔中脂肪细胞量的影响

Sham、OVX、OVx+ISO的脂肪细胞数量分别为

(9．69±3．31)mm2、(40．9±9．63)mm2、(20．6±

5．54)mm2，异补骨脂素抑制去卵巢小鼠骨髓腔中脂

肪细胞的增加，即OVx+ISO组脂肪细胞数量低于

OVx组，差异具有统计学意义(P<0．05)(图1)。

(1V＼ 『)＼＼f、()

一一翳
图1异补骨脂素对C57／BL6小鼠股骨下段脂肪细胞量的影响(股骨下段HE染色×20)

Fig．1 The efkct of Isopsoralen on the amount of adipocytes fmm distal femur of C57／BL6 mice(HE×20)

2．2 异补骨脂素对去卵巢C57／BL6小鼠股骨下段

骨量的影响

通过对各组C57／BL6小鼠股骨下段的显微CT

(Micro．CT)扫描提示，异补骨脂素治疗能明显改善

由于去卵巢引起的股骨下段骨量丢失，即0Vx+

IS0组Tb．Th、BV／TV、Tb．N大于OVX组，差异具有

统计学意义(P<0．05)；而OVx+ISO组Tb．Sp小

于OVx组，差异具有统计学意义(P<0．05)，见表

1，图2。

表l异补骨脂素对C57／BL6小鼠股骨下段骨量的影响(n=6)

Table l The effect of Isopsoralen on bone mass of distal femur in C57／BL6 mice(n=6)

注：’为OVx+ISO与OVx组相比较，P<O．05；+为sham组与0Vx组相比较，尸<0．05。

2．3 异补骨脂素对去卵巢C57／BL6小鼠股骨下段

RUNX2和PPAR一1表达的影响

对去卵巢c57／BL6小鼠股骨下段进行RuNx2

和PPAR．^y免疫荧光提示，异补骨脂素治疗能增加

股骨下段由于去卵巢引起的RuNX2表达降低，同

时能抑制PPAR．1表达增加，即OVx+IS0组股骨

下段RUNx2、PPAR．^y免疫荧光表达强度高于OVx

组，差异具有统计学意义(P<0．05)，见表2，图3。

表2异补骨脂素对去卵巢c57／BL6小鼠股骨下段

RuNx2和PPAR一1表达的影响(n=6)

TabIe 2 The efTect of Isopsoralen on RUNX2 and PPAR一^y

expression at distal femur of C57／BL6 mice(n=6)

注：F=17．973211，P=0．ooOl04；’为OVx+IS0与OVx组相

比较，P<O．05：+为sham组与0Vx组相比较，P<O．05。
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图2异补骨脂素对去卵巢c57／BL6小鼠股骨下段骨量的影响

Fig．2 The efkct of Isopsoralen on bone mass of distal femur in C57／BL6 mice

图3 异补骨脂素对去卵巢c57／BL6小鼠股骨下段RuNx2和PPAR一，y表达的影响(×20)

Fig．3 The effbct of Isopsoralen on RUNx2 and PPAR一1 expression at distal femur of C57／BL6 mjce(×20)

3 讨论

大量研究发现骨质疏松的骨质中骨量降低和骨

髓腔中脂肪组织的增加具有相关性。目前认为成骨

细胞和骨髓腔中脂肪细胞来源于同一种前体细胞，

即BMSCs∞1。绝经后妇女与未绝经妇女相比，其骨

髓间充质干细胞产生分化成熟脂肪细胞的能力明显

983

增加。基础研究证实，成骨细胞和脂肪细胞具有可

塑性，从人骨髓问充质干细胞来源分化成熟的成骨

细胞在一定条件下可以去分化或分化转移为脂肪细

胞，脂肪细胞也具有相同特性。这个现象提示在脂

肪细胞和成骨细胞分化成熟过程中存在相互反作用

的平衡关系。

核心结合蛋白因子2(RUNx2)是成骨细胞分
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化的关键调控因子，在骨形成的过程中扮演重要的

角色，目前大多数研究用核心结合蛋白因子2

(RUNx2)来衡量细胞成骨或成脂的能力‘6‘71。

PPAR-^y是脂肪细胞成熟过程中必需的细胞转录因

子，它的表达强弱和活性高低可能会决定小鼠

BMSCs向成骨细胞或是脂肪细胞分化。目前认为

PPAR一1是骨髓间充质干细胞在成骨细胞分化过程

中起抑制成骨作用旧1，其机制是促进脂肪的形

成"。。在成骨和成脂增殖和分化过程中，理论上存

在这种截然相反的关系，即成骨细胞分化的启动是

以牺牲脂肪细胞分化过程作为代价，而成骨细胞和

脂肪细胞之间的平衡有众多的交叉信号通路调控，

核心结合蛋白因子2(RuNx2)和PPAR一1是成骨分

化和成脂分化过程中两个最重要的调控分子。

此外，脂肪细胞对成骨细胞具有脂毒性，脂肪细

胞成脂分化的状态会影响成骨细胞的成骨能力和分

化能力。在脂肪细胞和成骨细胞共培养实验中发

现，脂肪细胞释放的游离脂肪酸能抑制成骨细胞成

熟分化，并可诱导成骨凋亡。有文献报道骨髓腔中

过量的脂肪组织不利于人体骨骼系统，临床上认为

其是一个重要的负面风险因素。对于老年性骨质疏

松而言，理想的治疗策略是在抑制骨髓腔中骨髓间

充质干细胞向脂肪细胞分化成熟的同时增加其向成

骨细胞转化的趋势，以此来提高机体的骨量。

异补骨脂素是补骨脂中提取的一种有效成分，

属于一种香豆素类化合物。临床可用于骨质疏松、

皮肤病如银屑病、白癜风、皮肤T细胞淋巴瘤、肿

瘤、哮喘、前列腺增生等多种疾病的治疗¨⋯，其抗肿

瘤作用机制可能与调节细胞内钙离子浓度，介导细

胞凋亡有关¨0。11j。文献报道补骨脂素对骨骼健康

的稳态起到很好的保护作用，但评价异补骨脂素对

抗骨质疏松症的科学研究非常有限，所涉及到的细

胞核分子机制尚未阐述。近年来研究报道异补骨脂

素对体外培养的成骨细胞具有促增殖和分化的作

用，其发挥促成骨作用的机制可能与植物雌激素样

作用有关‘12。1引。

笔者研究证实经异补骨脂素灌胃处理2月的

C57／BL6小鼠，能明显减少由于去卵巢引起的股骨

下段脂肪细胞增多；与此同时，通过对各组C57／BL6

小鼠股骨下段的显微CT(Micro-CT)扫描提示，异补

骨脂素治疗能明显改善由于去卵巢引起的股骨下段

骨量丢失，即OVx+ISO组Tb．Th、BV／TV、Tb．N大

于OVx组，差异具有统计学意义(P<0．05)；而

OVx+ISO组Tb．Sp小于OVx组，差异具有统计学

意义(P<0．05)。对去卵巢C57／BL6小鼠股骨下段

进行RuNx2和PPAR-1免疫荧光提示，异补骨脂素

治疗能增加股骨下段由于去卵巢引起的RuNx2表

达降低，同时能抑制PPAR．^y表达增加，即OVx+

ISO组股骨下段RUNX2、PPAR一1免疫荧光表达强

度高于OVx组，差异具有统计学意义(P<0．05)。

本研究观察异补骨质素对去卵巢小鼠BMscs的作

用机制为治疗骨质疏松提供了新的临床治疗手段。
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