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摘要: 目的 探讨大黄酸哌嗪雌酚酮( rhein-piperizinyl-estrone，LC) 对人成骨样 MG-63 细胞增殖活性的影响及其相关分子机

制。方法 在原工作基础上，以兼有两种雌激素受体( estrogen receptor，EＲ) 亚型表达的人成骨样 MG-63 细胞为研究对象，分

别应用 MTT 法和流式细胞术，观察 LC 对 MG-63 细胞的增殖活性和细胞周期分布的影响。利用前期构建的 EＲα或 EＲβ稳定

高抑制表达的 MG-63 细胞株，应用免疫印迹技术，对 LC 的作用机制和可能的信号通路进行研究。结果 与对照组相比，LC
可明显促进 MG-63 细胞的增殖活性，该作用具有剂量依赖性; 可调节细胞周期分布，使 G1 期细胞比例减少、G2 + S 期细胞比

例增加，进而促进细胞生长。进一步研究发现，EＲ 阻断剂 ICI 182，780 可完全阻断 LC 的促增殖作用，提示 LC 是经 EＲ 途径对

MG-63 的增殖活性发挥作用的; 利用 EＲα或 EＲβ高抑制表达的稳定细胞株，证实 LC 的促增殖作用是由 EＲα 和 EＲβ 共同介

导的; 该作用与 Ｒas /MEK /EＲK、PI3K /Akt 信号通路的激活密切相关。结论 LC 可经 EＲα 和 EＲβ 共同介导对人成骨细胞的

促增殖作用，有望成为治疗绝经后骨质疏松症的新型骨靶向雌激素类药物。
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Abstract : Objective To investigate the molecular mechanism of rhein-piperizinyl-estrone ( LC) on regulating the proliferation of
human osteoblast-like MG-63 cells． Methods Based on our previous studies，human osteoblast-like MG-63 cell line expressing
endogenous EＲα and EＲβ was selected as the model for this study． The effect of LC on the proliferation and cell cycle distribution
of MG-63 cells was studied using MTT assay and FACS technology． MG-63 /EＲα shＲNA，MG-63 /EＲβ shＲNA，and MG-63 /
scrambled shＲNA stable cell lines were used to study the related signal pathways with Western blotting assay． Ｒesults LC
increased proliferation of human osteoblastic MG-63 cells by altering cell cycle distribution． Treatment with the EＲ antagonist ICI
182，780 abolished the above action of LC on MG-63 cells． Using the MG-63 /EＲα shＲNA，MG-63 /EＲβ shＲNA，and MG-63 /
scrambled shＲNA stable cell lines，we further demonstrated that the effect of LC on proliferation was mediated by both EＲα and
EＲβ． Moreover，we demonstrated that the regulation of osteoblastic proliferation by LC involved Ｒas /MEK /EＲK and PI3K /Akt
signaling． Conclusion LC promotes the proliferation of osteoblasts through both EＲα and EＲβ，which may become a new
estrogen-targeting drug for the treatment of postmenopausal osteoporosis．
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随着人类社会的老龄化，女性绝经后骨质疏松

症( postmenopausal osteoporosis，PMOP) 已引起人们

的广泛重视，雌激素水平的降低是其发生的首要病

因［1］。虽然雌激素替代疗法 ( estrogen replacement
therapy，EＲT) 可有效减少 PMOP 的发生率，但同时

可增加罹患乳腺癌、子宫内膜癌等恶性肿瘤的风险

性。
大黄酸是从传统中药大黄中提取的有效成分，

药效学分析表明，具有明显的抗菌、抗肿瘤、利尿、改
善糖代谢异常、逆转胰岛素抵抗的作用［2］。本课题

组的前期工作发现，大黄酸具有高亲骨性［3-4］，可抑

制破骨细胞形成和骨吸收［5-6］。因大黄酸的抗肿瘤

特性，可降低雌激素类药物产生的致瘤风险; 相较而

言，大黄酸比四环素［7］、双磷酸酸( 盐) ［8］、小分子杂

环类［9］以及酸性寡肽［10］等趋骨性较强的化合物更

为安全，是用作骨靶向性雌激素类药物的可靠载体。
前期工作中，本课题组以大黄酸为载体、以天然雌激

素———雌酚酮为母体，合成了大黄酸哌嗪雌酚酮

( LC) ［11］。初步研究发现，LC 可促进小鼠胚胎长骨

的体外生长活性［12］，对去卵巢大鼠具有明显的抗骨

质疏松活性，且对二者的子宫内膜无明显的刺激作

用［13］。但是，有关 LC 对人成骨细胞的作用及其机

制研究尚需进一步探讨。
骨吸收的增强与骨质疏松的发展密切相关，而

成骨细胞的凋亡是促进骨吸收的重要因素。有研究

指出，雌激素类药物可调节成骨细胞的增殖与凋

亡［14-16］，是发挥骨保护作用的重要因素。因此，本

文在以往工作基础上，以兼有两种 EＲ 亚型表达的

人成骨样 MG-63 细胞为研究对象［17］，并利用前期

构建的 EＲα 或 EＲβ 稳定高抑制表达的 MG-63 细胞

株，重点探讨了 LC 对人成骨细胞增殖活性的影响

及相关的分子机制，为 LC 的抗 PMOP 治疗的临床

应用性提供理论基础。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂

雌酚酮购自浙江仙居制药厂; 大黄酸购自中国

药品生物制品检定所; LC 为本室合成; 胎牛血清

( FBS) 为中美合资兰州民海生物工程有限公司产

品; DMEM 高糖培养基、活性碳处理的 FBS ( sFBS)

为美国 GIBCO 公司产品; MTT、PI、纯 EＲ 阻断剂 ICI
182，780 为美国 Sigma 公司产品; BCA 蛋白定量试

剂盒、化学发光底物检测试剂盒为美国 Pierce 公司

产品; 抗 EＲα 抗体、抗 EＲβ 抗体、抗 β-actin 抗体为

美国 Santa Cruz 公司产品; 抗-Akt 抗体、抗-磷酸化

EＲK、抗-磷酸化 Akt 抗体为美国 CST 公司产品; 抗-
EＲK 抗体为美国 BD 公司产品; HＲP 标记的二抗为

美国 KPL 公司产品。
1. 2 细胞系和细胞培养

人成骨样细胞系 MG-63 为美国 ATCC 公司产

品，购自武汉大学中国典型培养物保藏中心。经

shＲNA 技术构建的 EＲα 或 EＲβ 稳定高抑制表达的

MG-63 细胞株，由本室前期构建并保存［18］。上述细

胞用含 10 % FBS 的 DMEM 高糖培养液培养，该培

养液含有 100 U /mL 青霉素和 100 μg /mL 链霉素。
1. 3 MTT 法检测细胞增殖活性

取对数生长期的 MG-63 细胞，常规消化计数，

调整细胞浓度为 6 × 104 /mL，每孔 100 μL 接种于 96
孔培养板。细胞贴壁后，更换含 1% FBS 的高糖

DMEM 培养基培养 24 h 使细胞同步化。按 1. 4 分

别加入不同药物处理因素，结束培养前 4 h，离心

( 1700 rpm，10 min ) ，弃 上 清，避 光 加 入 MTT ( 0. 5
mg /mL，PBS 配制) 100μL /孔，37℃、5 % CO2 继续

培养 4 h。离心 ( 1700 rpm，10 min) ，弃上清，加入

0. 04N 盐酸异丙醇溶液 100 μL /孔，充分震荡至细

胞内的蓝紫色结晶充分溶解，酶标仪检测各孔 A492
值。
1. 4 药物处理细胞

为观察 LC 对 MG-63 细胞增殖活性的影响，分

别以不同终浓度的 LC ( 10、100、1000 nM) 、雌酚酮

( 100 nM) 、大黄酸( 100 nM) 或对照试剂 DMSO 作用

细胞，各组、各浓度均设 5 个复孔，37℃、5% CO2 继

续培养 96 h 后，常规 MTT 检测。为观察 LC 的促增

殖作用是否由 EＲ 途径介导，取 LC 作用最明显的剂

量( 1000 nM) ，在加入 LC 之前先加入终浓度为 100
μM 的 EＲ 阻断剂 ICI 182，780，37℃作用 30 min，同

时设立 ICI 182，780 对照组。为观察 LC 的促增殖

活性经由哪种 EＲ 亚型发挥作用，以本室经 shＲNA
技术构建的 EＲα 或 EＲβ 稳定高抑制表达的 MG-63
细胞株为研究对象，经不同终浓度的 LC ( 10、100、
1000 nM) 或雌酚酮( 100 nM) 处理后，应用 MTT 法

检测成骨细胞增殖活性的差异。
1. 5 流式细胞术检测细胞周期分布

取对数生长期的 MG-63 细胞，常规消化计数，
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调整细胞浓度为 3 × 105 /mL，2 mL /孔接种 6 孔板。
培养 24 h 细 胞 贴 壁 后，更 换 含 1% FBS 的 高 糖

DMEM 培养基，培养 24 h 使细胞同步化。加入 1000
nM LC，分别作用 24 h、48 h、72 h、96 h，同时设立对

照组( 不加药物，加等量培养基) ，每组设 3 个复孔。
结束培养后，收集细胞离心( 1000 rpm，5 min) 。弃

上清，用含 3% FBS 的 PBS 缓冲液洗两次，将细胞悬

液逐滴加入到 4℃ 预冷的 70% 乙醇中，4℃ 固定过

夜。离心弃上清，加入 300 μL PBS 缓冲液、100 μL
ＲNase( 50 μg /mL) ，37℃ 水浴 30 min。冰上加入终

浓度为 0. 1% 的 TritonX-100、50 μg /mlL PI 染液及

PBS 缓冲液各 200 μL，4℃避光 40 min。过 400 目筛

网成单细胞悬液，上机检测，结果应用 ModFit LT for
Mac V3. 0 软件进行分析。
1. 6 免疫印迹( Western Blot) 技术检测

取 60 μg 蛋白，经 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离后，电转移至 PVDF 滤膜。滤膜经室温封闭

1 h 后，与一抗 4℃ 温和震荡过夜，再与 HＲP 标记的

二抗室温温育 1 h，漂洗后应用化学发光底物检测试

剂盒进行检测。结果应用 Bio-Ｒad 公司的 Quantity
One 软件进行分析，以 β-actin 为内参照，以靶蛋白 /
β-actin 灰度的比值作为蛋白的相对表达丰度，进行

半定量检测。
1. 7 统计学分析

采用 SPSS10. 0 统计软件包进行统计学分析。
组间比较采用单因素方差分析 ( One-Way ANOVA)

以 P ＜ 0. 05 作为判断差别显著性的标准。用 Excel
软件对所获得数据进行分析、处理图表。

2 结果

2. 1 LC 可促进 MG-63 的细胞增殖活性

如图 1 所示，LC 和雌酚酮对 MG-63 细胞的增

殖活性均具有显著的促进作用。与对照组相比，100
nM、1000 nM LC 和 10 nM、100 nM 雌酚酮均能显著

促进细胞增殖( P ＜ 0. 01 ) ; 在 10nM ～ 1000 nM 剂量

范围内，LC 的促增殖作用呈剂量依赖性，雌酚酮的

促增殖作用却随剂量的增加而逐渐减弱。大黄酸则

以剂量依赖方式显著抑制细胞增殖，其中，100 nM
和 1000 nM 的大黄酸可明显抑制细胞( P ＜ 0. 01) 。
2. 2 LC 可调节 MG-63 的细胞周期分布，进而促进

细胞生长

根据 MTT 的实验结果，我们选择 1000 nM 的

LC 处理 MG-63 细胞，分别作用 24 h、48 h、72 h 或

96 h 后，应用流式细胞仪测定细胞周期的分布情

图 1 LC 对 MG-63 细胞增殖活性的调节作用

Fig． 1 Ｒegulation of proliferation in human

osteoblastic MG-63 cells by LC． # P ＞ 0. 05，* P ＜

0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01，＊＊＊ P ＜ 0. 001 compared with
vehicle control

况。由图 2 所示，与对照组相比，各 LC 处理组 G1
期细胞比例均明显减少，其中，对照组为 85. 56%，

24 h、48 h、72 h、96 h LC 处理组分别为 79. 00%、
72. 08%、65. 66%、50. 84% ; 各 LC 处理组 G2 + S 期

细胞比例均明显增加，其中，对照组为 14. 44%，24
h、48 h、72 h、96 h LC 处 理 组 分 别 为 21. 00%、
27. 92%、34. 34%、49. 16%。上述结果提示 LC 可调

控 MG-63 细胞的细胞周期，使 G1 期细胞比例减少、
G2 + S 期细胞比例增加，进而促进细胞的生长。
2. 3 LC 可经 EＲ 途径对 MG-63 的增殖水平发挥促

进作用

雌激素主要通过识别并结合骨组织 ( 成骨细

胞、破骨细胞和软骨细胞) 上的 EＲ，来调节骨代谢。
为了观察 LC 的促增殖作用是否经 EＲ 途径介导，在

加入 LC 前 30 min，先用 EＲ 阻断剂 ICI 182，780
( 100 μM) 处理 MG-63 细胞。如图 3 所示，ICI 182，

780 可以完全阻断 LC 的促增殖作用，提示 LC 是经

EＲ 途径对 MG-63 的增殖活性发挥作用的。
2. 4 LC 对 MG-63 的促增殖作用是由 EＲα 和 EＲβ
共同介导的

EＲ 属于核受体超家族成员，主要包括 EＲα、
EＲβ 两种亚型。为了观察 LC 主要通过哪种 EＲ 亚

型发挥作用，我们采用脂质体法分别将 pGenesil-
EＲα-shＲNA、pGenesil-EＲβ-shＲNA 或相应的对照载

体 pGenesil-scramble-shＲNA 转染至 MG-63 细胞，进

一步筛选出 EＲα 或 EＲβ 抑制表达的稳定细胞株，

细 胞 分 别 为 MG-63 /EＲα shＲNA、MG-63 /EＲβ
shＲNA、MG-63 /scrambled shＲNA。应用 MTT 法检测

不同浓度 LC ( 0、10、100、1000 nM) 和雌酚酮 ( 100
nM) 对各稳定表达株的细胞增殖活性的影响。如图
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图 2 LC 对 MG-63 细胞周期的调节作用

Fig． 2 Ｒegulation of cell cycle distribution in human osteoblastic MG-63 cells by LC．
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01 compared with vehicle control．

图 3 ICI 182，780 阻断 LC 对 MG-63 细胞

的促增殖作用

Fig． 3 The EＲ antagonist ICI 182，780 blocked the
LC-enhanced proliferation of human osteoblastic MG-

63 cells． # P ＞ 0. 05，+ P ＜ 0. 001 compared with

vehicle control; * P ＜ 0. 001 compared with LC
alone．

4 所示，与对照组相比，LC 和雌酚酮对各组细胞均

具有促增殖作用，但该作用在野生型 MG-63 细胞、
MG-63 /scrambled shＲNA 细胞、MG-63 /EＲα shＲNA
细胞和 MG-63 /EＲβ shＲNA 细胞间无显著差异( P ＞
0. 05) 。上述结果提示，LC 对 EＲ 受体的两种亚型

具有相似的亲和力，其对 MG-63 的促增殖作用是由

EＲα 和 EＲβ 共同介导的。
2. 5 LC 对 MG-63 的 促 增 殖 作 用 与 Ｒas /MEK /

图 4 LC 对 MG-63 /scrambled shＲNA、MG-63 /
EＲα shＲNA、MG-63 /EＲβ shＲNA 细 胞 增 殖 活 性

的影响

Fig． 4 Effect of LC on the proliferation in MG-63 /
scrambled shＲNA，MG-63 /EＲα shＲNA and MG-

63 /EＲβ shＲNA cells． # P ＞ 0. 05 compared with
parental MG-63 cells．

EＲK、PI3K /Akt 信号通路激活有关

有研究指出［19］，雌激素对小鼠成骨细胞生长的

促进作用，主要是通过非基因组作用机制，即激活

Ｒas /MEK /EＲK、PI3K /Akt 信号通路，进而控制细胞

的增殖、分化及凋亡。如图 5 所示，LC 和雌酚酮可

显著促进 EＲK 和 Akt 的磷酸化水平; 用 25 和 50
μM PD98059 ( MEK1 /2 抑制剂) 、或 100 和 200 nM
wortmannin( PI3K 抑制剂) 预先处理 MG-63 细胞 30
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min 后，可显著阻断 LC 和雌酚酮对 EＲK 和 Akt 的

激活作用。MTT 结果显示( 如图 6 所示) ，PD98059
和 wortmannin 均可明显阻断 LC 的促增殖作用( P ＜
0. 05) ，以 50 μM PD98059 和 200 nM wortmannin 的

阻断作用最为显著( P ＜ 0. 01) 。上述结果表明，LC
可通过激活 Ｒas /MEK /EＲK、PI3K /Akt 信号通路，发

挥对 MG-63 细胞的促增殖作用。

图 5 LC 对 MG-63 细胞 Ｒas /MEK /EＲK、PI3K /
Akt 信号通路的激活作用

Fig． 5 Activation of Ｒas /MEK /EＲK and PI3K /
Akt signaling in human osteoblastic MG-63 cells by
LC．

图 6 PD98059 和 wortmannin 阻断 LC 对 MG-63
细胞的促增殖作用

Fig． 6 PD98059 and wortmannin blocked the LC-
enhanced proliferation of human osteoblastic MG-63

cells． #P ＞ 0. 05，* P ＜ 0. 05，＊＊ P ＜ 0. 01 compared
with vehicle control． )

3 讨论

本课题组的前期工作中，人工合成了新型骨靶

向雌激素 LC，其目的在于增强雌激素类药物的骨靶

向性治疗作用，同时利用大黄酸的促肿瘤细胞凋亡

活性，规避雌激素替代疗法的致瘤风险性。我们的

前期研究已发现，LC 能显著促进原代大鼠成骨细胞

的增殖。本文的实验结果表明，LC 和雌酚酮对人成

骨样细胞 MG-63 同样具有显著的促增殖作用; 在

10 nM ～ 1000 nM 剂量范围内，二者的有效浓度不

同，其中 LC 在 1000 nM 的作用最为显著，而雌酚酮

的最有效浓度为 10nM。出现上述结果的可能原因

有两方面，一是雌酚酮与大黄酸偶联构成 LC 以后，

雌酚酮本身的分子构型改变，部分影响了其与 EＲ
的结合能力; 二是 LC 化合物中的大黄酸具有抑制

成骨细胞增殖的作用，也在一定程度上影响了 LC
的量效。

细胞周期测定是研究细胞增殖动力学的一种快

速而准确的方法。体外研究证实［20］，植物雌激素葛

根素可促进成骨细胞的增殖，使 G2 + S 期细胞比例

显著增加。本文实验结果表明，与对照组相比，LC
可使 G1 期细胞比例明显减少，G2 + S 期细胞比例

明显增加，提示 LC 通过调控成骨细胞的细胞周期

的分布，来促进成骨细胞的生长。
LC 作为一种防治 PMOP 的全新合成药物，其发

挥作用的机制与其母体雌酚酮是否存在差异尚不明

了，因此，本文进一步探讨了 LC 对人成骨细胞发挥

促增殖作用的可能的分子机制。
雌激素通过骨组织 ( 成骨细胞、破骨细胞和软

骨细胞) 上的 EＲ 来发挥对骨代谢的保护作用，该作

用与雌激素对 EＲ 的亲和力及 EＲ 亚型分布密切相

关。EＲ 属于核受体超家族成员，主要包括 EＲα 和

EＲβ 两种亚型，二者的 N 端差异可导致它们对不同

配体的亲和力和反应能力有所不同，从而引发不同

的生物学效应。雌激素参与骨代谢的相关研究表

明，选 择 性 EＲ 调 节 剂 ( selective estrogen receptor
modulators，SEＲMs) 对骨的保护作用主要由 EＲβ 介

导［21］。本文的实验结果表明，EＲ 阻断剂 ICI 182，

780 可完全阻断 LC 的促增殖作用，证实 LC 的促增

殖作用 是 EＲ 途 径 依 赖 的。采 用 ＲNA 干 扰 技 术

( ＲNA interference，ＲNAi) 对 MG-63 细胞中的 EＲα、
EＲβ 基因分别进行沉默，筛选出 EＲα 或 EＲβ 高抑

制表达的稳定细胞株以后，进一步研究发现，LC 可

经 EＲα 和 EＲβ 来 共 同 介 导 促 增 殖 的 活 性 作 用。
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Kallio 等［22］对 EＲα-/ EＲβ-的人骨肉瘤细胞 U2OS 的

研究结果与本文相似，在过表达 EＲα 或 EＲβ 后，

17β-雌二醇可对其可发挥相似的抗凋亡活性，证明

雌激素可通过 EＲα 和 EＲβ 共同发挥骨保护作用。
这表明，LC 与 EＲ 具有亲和性，其骨靶向作用与 EＲ
的表达丰度有关，但不受 EＲ 亚型分布的影响［23］。

EＲ 包括核受体和膜受体两种。一方面雌激素

可由核受体 EＲ，通过经典的、长效基因组机制发挥

作用; 另一方面，雌激素可由膜受体 EＲ，通过快速

的、短效非基因组机制发挥作用。膜型 EＲ 活化后，

可激 活 有 丝 分 裂 原 激 活 的 蛋 白 激 酶 ( mitogen
activated protein kinase，MAPK) 、磷脂酰肌醇 3 激酶

( phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K) 等信号通路，进

而调节细胞的增殖与凋亡。Schiff 等证实［23-24］，雌

激素对小鼠成骨细胞生长的促进作用，主要是通过

膜受 体 的 非 基 因 组 机 制 完 成，即 激 活 Ｒas /MEK /
EＲK、PI3K /Akt 信号通路，进而控制细胞的增殖、分
化及凋亡。我们的前期研究结果证实，LC 可通过

EＲ 的经典基因组机制，即 EＲE 基因转录途径发挥

作用［18］。本文的研究结果进一步表明，LC 和雌酚

酮可显著促进 EＲK 和 Akt 的磷酸化水平; MAPK 特

异 性 信 号 阻 断 剂 ( EＲK 抑 制 剂 PD98059 ) 和

wortmannin( PI3K 抑制剂) 可显著抑制 LC 和雌酚酮

对 EＲK 和 Akt 的激活作用、阻断 LC 的促增殖作用。
这说明，LC 可 通 过 激 活 与 细 胞 生 长 相 关 的 Ｒas /
MEK /EＲK、PI3K /Akt 信号通路，发挥对 MG-63 细胞

的促增殖作用。
总之，本文结果显示，LC 对人成骨细胞具有明

显的促增殖作用，该作用可由 EＲ 的两种亚型共同

介导。因此，作为一种新型骨靶向雌激素，LC 在女

性绝经后骨质疏松症的临床治疗方面，具有广阔的

应用前景。
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