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橄榄苦苷对破骨细胞增殖影响的实验研究
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摘要：目的探讨橄榄苦苷不同药物浓度及不同作用时间对破骨细胞增殖的影响。方法破骨细胞的制备，采用sRANKL与

M—csF诱导小鼠单核细胞RAw264．7细胞获得破骨细胞。设置实验组：4组分别加入400斗g／mL、200“∥mL、100斗g／mL、50

斗g／mL橄榄苦苷，另设空白对照组。运用抗酒石酸酸性磷酸酶染液试剂盒进行破骨细胞TRAP染色鉴定，并采用ceu counting

Kit法(ccK法)检测应用不同浓度橄榄苦苷及不同作用时间抑制破骨细胞增殖的情况。结果 与空白对照组比较，400¨g／

mL、200斗g／mL、100¨g／mL橄榄苦苷对破骨细胞的增殖均具有明显抑制作用。当药物作用时间为24 h及72 h时，400斗g／mL

橄榄苦苷对破骨细胞增殖的抑制作用最强，当药物作用时间为48 h时，200斗g／mL橄榄苦苷对破骨细胞增殖的抑制作用最

强，差异有统计学意义(P<0．05)；50斗g／mL橄榄苦苷对破骨细胞的增殖无明显抑制作用，差异不具有统计学意义(P>

O．05)。结论 橄榄苦苷可能通过破坏破骨细胞细胞膜的完整性抑制破骨细胞的增殖。

关键词：橄榄苦苷；破骨细胞；细胞增殖
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Abstract：Objective To explore the effect of different solubility and different time of oleumpein on the proliferation of

osteoclasts． Methods RAW264．7 cells were induced by sRANKL and M—CSF to osteoclasts．0leuropein of 400，200，100，and

50斗g／mL was administered to the experimental groups，respectiVely． A blank contr01 group was set． osteoclasts were identified

with tratrate—resistant acid phosphate staining． The pr01iferation of osteoclasts inhibited by diff色rent solubility and different time of

oleuropein was tested with Cell Counting Kit(CCK)method． Results Compared to the control group， me proliferation of

osteoclasts was significantly inhibited by oleuropein at concentrations of 400，200，and 100斗g／mL．The difference was statisticaUy

significant(P<O．05)． At 24 h and 72 h of the treatment，the inhibiting effect of proliferation was the most obVious with 400肛g／

mL of oleuropein． At 48 h of me treatment， me inhibiting effect of proliferation was the most obVious with 200 斗g／mL of

oleuropein． he diff色rence was statistically signiflcant(P<0．05)． The pr01i{’eration of osteoclasts was not inhibited by oleuropein at

concentration of 50肛g／mL． The difference was not statisticaUy significant(尸>0．05)． Conclusion 0leuropein can inhibit the

proliferation of osteoclasts by destroying the integrity of ceU membrane．

Key words： 01eumpein；osteoclasts；Cen proliferation

卵巢癌是妇科三大恶性肿瘤之首，其临床病理

种类繁多，恶性程度高，且具有起病隐匿、癌细胞扩

散快速、手术及化疗药物疗效不尽人意等特点，严重

威胁着女性健康及生存质量。据统计，每年全球约

有20万人患上卵巢癌，其中12．5万人死于此病⋯。

}通讯作者：黄惠娟，Email：hhj352@163．com

根据最新国际癌症研究中心公布的“2015年全球癌

症数据库”(GLOBOCAN 2015)’21资料显示，卵巢癌

引起的死亡率占女性肿瘤的5％，死亡率居妇科恶

性肿瘤首位。卵巢癌患者术后因体内雌激素水平急

剧下降，骨质疏松及骨折等并发症的发病率亦随之

增高。骨质疏松症是以骨量降低和骨组织微结构破

坏为特征，导致骨脆性增加和易于骨折的一种代谢
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性全身性病。立足于前期实验结果，橄榄苦苷可通

过提高大鼠的骨密度来防止骨量的流失，达到延缓

或防治骨质疏松的目的，此结果亦在防治绝经后妇

女骨质疏松的I临床研究中得到证实’3⋯。但是橄榄

苦苷是否与破骨细胞的增殖凋亡有关，目前国内尚

没有相关的文献报道。本研究采用400灿g／mL、200

斗g／mL、100“g／mL、50斗g／mL、0斗g／mL的橄榄苦

苷作为药物刺激因子，观察不同时间及不同浓度橄

榄苦苷对体外诱导的破骨细胞增殖的影响。

1材料和方法

1．1药品与试剂

小鼠单核细胞RAw264．7细胞株由福建中医

药大学基础医学细胞中心提供；小鼠重组可溶性核

因子KB活因子受体配体(sRANKL，Peprotech公

司)、小鼠巨噬细胞集落刺激因子(M．CSF，Peprotech

公司)、橄榄苦苷(购于Funakoshi，Tokyo，J印an)；抗

酒石酸酸性磷酸酶染色试剂盒(南京建成生物公

司)、乳酸脱氢酶(LDH)试剂盒(南京建成生物公

司)、CeU Counting Kit．8试剂盒(GENVIEW公司)；

高糖DMEM培养基(HyClone公司)、10％胎牛血清

(FBS)(美国Gibco公司)、磷酸盐缓冲液(PBs，

HyClone公司)；25 cm2培养瓶、15 mL、50 mL离心管

(HyClone公司)。

1．2方法

1．2．1 盖玻片处理：用玻璃刀把盖玻片割成1 cm×

l cm大小，浓酸浸泡过夜，自来水冲洗10 min，蒸馏

水冲洗3 min，然后浸泡于无水乙醇中2 h脱脂，用

镊子取出在超净台中晾干，用前高压灭菌。

1．2．2 破骨细胞诱导：将装有RAW264．7细胞的

冻存管从液氮罐中取出，迅速投入37℃水浴，800

r／min离心5 min，弃上清，以含有10％FBS的高糖

DMEM培养基重悬后，接种到24孑L板中的预置无菌

玻片上，细胞接种密度2×104个／cm2；12 h待细胞

贴壁后，换为含10％FBs的高糖DMEM培养基(含

50 ng／mL sRANKL和30 ng／mL M—CSF)，于37℃、

5％c0，的培养箱中培养，每2 d换液1次。诱导6 d

后倒置相差显微镜观察细胞的形态特征。

1．2．3 破骨细胞鉴定：抗酒石酸酸性磷酸酶

(TRAP)染色：避光配制TRAP孵育液，并于37℃水

浴箱中加热10 min。在玻片上培养6 d的破骨细胞

经PBs清洗后，加固定液于37℃恒温箱中固定25

min，PBS冲洗2次，加入配制好的孵育液内，将玻片

放人37℃恒温箱中避光孵育l h，然后用苏木素复
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染3 min，PBS冲洗1次，在倒置相差显微镜下观察

及拍片。

1．2．4 CCK8法测定细胞增殖：将诱导成功的破骨

细胞以1×104个／孑L接种于96孔板，用含10％FBS

的高糖DMEM培养液培养12 h后，第2天吸去培养

液后，加入含有不同浓度橄榄苦苷(400斗g／mL、200

斗g／mL、100“g／mL、50斗g／mL、0斗g／mL)的高糖

DMEM培养液200 uL继续分别培养24 h、48 h、

72 h，用cCK8法测定破骨细胞OD值。

1．2．5 乳酸脱氢酶(1actate dehydrogenase，LDH)活

性测定：LDH作为一种酶，参与机体能量代谢的各

个环节。通过检测细胞内环境和细胞外环境中

LDH的含量，可以评价细胞膜完整性。将诱导成功

的破骨细胞以1×104个／孑L接种于96孔板，用含

10％FBs的高糖DMEM培养液培养24 h后，第2天

吸去培养液后，加入含有不同浓度橄榄苦苷(400

斗g／mL、200斗g／mL、100斗g／mL、50斗g／mL、0斗g／

mL)的高糖DMEM培养液200仙L继续培养48 h，收

集细胞培养上清液，根据LDH检测试剂盒说明书进

行LDH活性测定。

2 结果

2．1破骨细胞的鉴定

经50 ng／mL sRANKL和30 ng／mL M—csF诱导

6 d后，RAw264．7细胞被诱导成为圆形、椭圆形、水

煎蛋型等多型态的多核细胞，倒置相差显微镜下可

见细胞周围有伪足。经TRAP染色后，高倍镜下观

察见细胞呈鲜红色样，有多个细胞核，细胞核不着

色，可见核仁，胞浆内富含深红色酸性磷酸酶颗粒。

见图1。
蕈

羹 黧瀛慧
图1 TRAP染色结果，染色阳性且细胞核在3个

以上者即为破骨细胞，图中线条长度为100“m

Fig．1 Result of TRAP staining．Cells with positive

staining and 3 or more nucleus are osteoclasts． The

bar length is 100斗m
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2．2橄榄苦苷对破骨细胞增殖的影响

2．2．1 24 h不同浓度橄榄苦苷对破骨细胞的影响：

与空白对照组(Contr01，Con)比较，400“g／mL、200

斗g／mL、100斗g／mL橄榄苦苷对破骨细胞的增殖具

有抑制作用，差异有统计学意义(P<0．05)，50斗g／

mL橄榄苦苷对破骨细胞的增殖无明显抑制作用，差

异不具有统计学意义(P>O．05)，其中橄榄苦苷浓

度为400斗g／mL时对破骨细胞的增殖抑制作用最

强(具体数据及抑制趋势图见图2)。

2．2．2 48 h不同浓度橄榄苦苷对破骨细胞的影响：

与空白对照组比较，400斗g／mL、200¨g／mL、100

肛g／mL、50斗g／mL橄榄苦苷对破骨细胞的增殖均具

有抑制作用，差异有统计学意义(P<0．05)，其中橄

榄苦苷浓度为200¨g／mL时对破骨细胞的增殖抑

制作用最强(具体数据及抑制趋势图见图2)。

2．2．3 72 h不同浓度橄榄苦苷对破骨细胞的影响：

与空白对照组比较，400斗g／mL、200¨g／mL、100

“g／mL橄榄苦苷对破骨细胞的增殖具有抑制作用，

差异有统计学意义(P<0．05)，50¨g／mL的橄榄苦

苷对破骨细胞的增殖无明显抑制作用，差异不具有

统计学意义(P>0．05)，其中橄榄苦苷浓度为400

¨g／mL时对破骨细胞的增殖抑制作用最强(具体数

据及抑制趋势图见图2)。

2．2．4不同时间点及不同浓度对破骨细胞增殖情

况的整体影响：与空白对照组比较，在不同时间点中

400¨g／mL、200¨g／mL、100斗g／mL橄榄苦苷对破

骨细胞的增殖均具有抑制作用，差异有统计学意义

(P<0．05)；50斗g／mL的橄榄苦苷只在药物作用

48 h对破骨细胞的增殖具有抑制作用，差异有统计

学意义(P<0．05)，药物作用时间为24 h及72 h

时，抑制增殖作用均不明显，差异不具有统计学意义

(P>0．05)。当药物作用时间为24 h及72 h时，橄

榄苦苷浓度为400斗g／mL时对破骨细胞的增殖抑

制作用最强(P<0．05)；当药物作用时间为48 h时，

橄榄苦苷浓度为200阻g／mL时对破骨细胞的增殖

抑制作用最强(P<0．05)；同一浓度中，随着药物作

用时间的延长，橄榄苦苷对破骨细胞增殖的抑制作

用也增强(P<0．05)(具体变化趋势见图2)。

2．3橄榄苦苷对破骨细胞膜完整性及活性的影响

与空白对照组比较，在加入400斗g／mL、200¨∥

mL、100¨g／mL、50斗g／mL、0¨g／mL橄榄苦苷作用于

破骨细胞48 h后，其释放到细胞外环境中的LDH酶

活性分别为空白组149．35％、50汕∥mL 153．38％、

100¨g／mL 155．84％、200斗g／mL 192．14％、400斗g／mL

+14hOD值+48hOD值
一72hOD值

图2不同浓度橄榄苦苷不同时间对破骨细胞

增殖的影响

Fig．2 EffecL of oleuropein wilh diffe州n solubility

and diffefen¨inle()n fhe pr01iferatjon of osteoclasts

254．27％(P<0．05)，表明橄榄苦苷对破骨细胞的细

胞膜有显著的破坏作用(具体变化见图3)。笔者考

虑，橄榄苦苷可能通过破坏细胞的完整性，达到抑制

破骨细胞增殖的效果，具体机制有待进一步研究。
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图3 不同浓度橄榄苦苷对破骨细胞细胞膜完整性

的影响(不同浓度橄榄苦苷组与空白组比较，P<

0．05)

Fig．3 E“bct of oleuropein wi【h diffbrent solllbility on

nlembrane int。grity or osleoclasts (compared with the

blank group，Jp<O．05)

3 讨论

橄榄苦苷(oleur叩ein)是一种无毒的裂环烯醚

萜苷类化合物。新研究发现，橄榄苦苷能有效防治

骨质疏松症，是药食同源类中药橄榄油的主要提取

成分之一。卵巢癌患者术后因体内雌激素水平急剧

下降，对破骨细胞的产生、分化和激活的抑制作用减

弱，导致破骨细胞大量增殖分化，其功能的活跃及凋

亡的减少，使骨吸收速度超过骨形成速度。同时因

雌激素的缺乏，其所介导的骨保护素表达减弱，骨量

增加减少，抑制骨吸收及骨丢失的效用减弱’5J，造

成骨质有机物和无机物成比例地减少，使得骨质疏

松及骨折等并发症的发病率显著增高。此外，造成

卵巢癌术后骨质疏松的另一重要病因是炎症因

子‘⋯，如IL一1、IL一3、IL．6、IL一7、IL—11、IL一15的作用，

同样可引起骨吸收和重建的平衡失调。因卵巢癌是

一种激素依赖型肿瘤，故术后的卵巢癌患者常规应

万方数据
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用植物雌激素或激素替代疗法来防治骨质疏松症的

安全性具有很大的争议。研究表明，橄榄苦苷可以

通过调节0PG／RANKL／RANK信号通路。7⋯、降低

肿瘤坏死因子一仪(TNF．d)和IL．6的分泌¨’”1、调控

MAPKP38．cOx一2信号通路。11。”。3种途径来防治妇

科恶性肿瘤术后骨质疏松。

本研究观察发现，浓度为50斗g／mL的橄榄苦

苷在破骨细胞增殖过程中无明显抑制作用，而浓度

为100恤g／mL、200斗g／mL、400斗g／mL的橄榄苦苷

对破骨细胞的增殖均具有明显抑制效果，且抑制效

果与橄榄苦苷的浓度呈剂量依赖性，说明橄榄苦苷

要在一定浓度下才能发挥抑制破骨细胞增殖的效

用，具体起始浓度、是否存在最大浓度，还有待进一

步探究。在橄榄苦苷保持同一浓度的前提下，抑制

增殖的效用与作用时间呈正相关，说明用药时间越

长，防治骨质疏松的效果越好，为临床卵巢癌患者术

后延缓骨质疏松用药时间提供一定依据。

LDH是一种存在于细胞内的酶。橄榄苦苷作

用于破骨细胞48 h后，细胞膜的损伤导致细胞自身

打开了缺口，储存于细胞内的LDH外流，使得细胞

外的LDH活性显著增强。因细胞膜完整性遭到破

坏，使破骨细胞启动细胞凋亡机制。根据研究结果，

细胞外LDH活性的增强与作用于破骨细胞的橄榄

苦苷浓度呈剂量依赖性，说明细胞外LDH活性的增

强和细胞凋亡率是由于橄榄苦苷对破骨细胞细胞膜

的毒性作用，具体机制还有待进一步研究。

综上所述，橄榄苦苷能够抑制破骨细胞增殖，从

而降低破骨细胞的骨吸收活性，起到延缓或防治骨

质疏松的效果。
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