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·论著·

淫羊藿次苷I与其原型药物淫羊藿苷对rBMSCs成骨

性分化的影响比较

訾慧 孙丽 蒋宁 林庶茹 郑洪新+

辽宁中医药大学中医脏象理论及应用教育部重点实验室，辽宁沈阳110847

中图分类号：R68 文献标识码：A 文章编号：1006-7108(2017)08—1011．06

摘要：目的 观察淫羊藿次苷I(Icariside I)与其原型药物淫羊藿苷(Icariin，IcA)对大鼠骨髓间充质干细胞(rat bone ma盯ow

stromal cells，rBMscs)成骨分化过程中碱性磷酸酶(ALP)、骨钙素(BGP)蛋白表达量及ALP、BGP、Osterix和Runx一2 mRNA表

达的影响。方法 贴壁筛选法体外培养rBMscs，以1×10～mol／L的IcA和Icariside I对rBMscs的成骨性分化进行药物干

预。ELISA法检测IcA组、Icariside I组和空白对照组及转化液组之间ALP活性、BGP分泌量；RT Real—Time PCR法检测ALP、

BGP、0sIerix和Runx-2 mRNA基因表达。结果 与空白对照组相比，Icariside I与其原型药物IcA均可显著增强rBMscs的

ALP活性，促进BGP的分泌，提高ALP、BGP、0sterjx和Runx一2的mRNA水平(P<O．01)。Icariside I与IcA组比较，其ALP、

BGP蛋白表达量及基因表达明显高于IcA组(P<0．01)，0sterix和Runx一2的基因表达两组无显著性差异。结论 Icariside I

也能促进rBMScs成骨性分化，并且其活性高于原型药物IcA，也是淫羊藿发挥抗骨质疏松活性的主要成分。②提示补肾中药

淫羊藿其补肾壮骨作用与促进ALP、BGP蛋白分泌量，上调ALP、BGP、Osterix和Runx一2的mRNA水平有关。

关键词：中医中药：淫羊藿次苷I；淫羊藿苷；成骨性分化

ComparatiVe study on the osteogenic differentiation effects of icariin and icariside I in rat bone

marrow stromal cells
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Key Laboratory of Ministry of Education for TCM Viscera—State Theory and Applications， Liaoning UniVersity of Traditional
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Abstract：ObjectiVe To evaluate the effects of icariin and its major metab01ite Icariside I on the protein expression of ALP and

BGP and the mRNA expressiOn of ALP，BGP，0sterix and Runx一2 during osteOgenic differentiation in rat bone marrow stromal cells

(rBMscs)． Methods By using the adherencemethod，BMscs were cultured．Icariin and Icariside 1 were supplemented into the

culture at 1×lO_5 moL／L，respectiVely．The experiment groups were blank control，positiVe control，Icariin and Icariside I groups．

ELISA was perfomed to examine the protein expression of ALP and BGP on the 6m，9恤，and 12th day．The expressions of ALP，

BGP，0sterix and Runx一2 genes were detected using RT Real一Time PCR． Results Compared with that of the blank contr01

group，Ica—in and Icanside I significantly improVed ALP actiVity and ALP and BGP amount(P<O．01)，and enhanced the gene

expressions of ALP，BGP，0sterix and Runx-2(P<0．01)．compared with the Icariin group，Icariside I had significantly stronger

ef托ct on t}le gene expressions of ALP and BGP pmtein(P<0．01)，but there were no signif：icant differences between the groups for

0sterix and Runx一2 gene expressions． Conclusion 1)Icariside could promote the osteogenic differentiation of rBMSCs greater

than Icariin，and is the main active anti-osteoporosis ingredient of the herb ep主medii；2) The function of the herb epjmedii in

strengtllening bOne of is associated with me increased production of ALP and BGP，and the upregulation of the mRNA expression of

ALP，BGP，osterix and Runx一2．
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骨质疏松症(osteoporosis，0P)以骨量减少、骨

的微观结构退化为特征，致使骨的脆性增加以致易

于发生骨折的一种全身性骨骼疾病。成骨细胞

(osteoblast，OB)的增殖抑制、分化程度降低是造成

骨质疏松的重要原因。现阶段OP治疗主要以雌激

素、钙剂、活性维生素D、降钙素和氟化物等为常用

药物，虽然对OP有一定疗效，但存在不良反应大及

患者不能长期耐受等缺点。中医认为，肾藏精，主骨

生髓，髓藏于骨腔内，滋养骨骼，骨的生长发育依赖

肾气的滋养与推动。中医临床和实验证明中医药治

疗原发性OP疗效显著，淫羊藿为中医临床治疗骨

质疏松或促进骨折愈合常用中药。

淫羊藿，辛、甘，温，归肾、肝经。具有补肾壮阳，

祛风除湿功效。淫羊藿苷(ICA)为淫羊藿主要活性

成分，现代文献报道其具有明显的促进骨形成、抑制

骨吸收的活性¨。。笔者前期的研究表明‘2。，ICA经

口服进入体内，经肠道细菌分解后会产生多种代谢

产物如淫羊藿次苷I(Icariside I)，淫羊藿次苷Ⅱ

(IcarisideⅡ)、淫羊藿素(Icaritin)等，在肾、肝、脾、

肌肉等组织中分布浓度较高，并且与其代谢产物共

存于组织中。另有报道ICA在体内的生物利用度

较低H1。Icariside I作为IcA主要体内代谢产物，在

对抗骨质疏松促进0B分化方面的实验研究未见报

道。本实验选用大鼠间充质干细胞作为研究对象，

在体外诱导其成骨方向分化过程中，加入IcA、

Icariside I，比较研究IcA及其主要代谢产物

Icariside I对rBMSCs成骨性分化的影响。

1材料和方法

1．1 材料

1．1．1 实验试剂与药品

试剂：DMEM／F12培养基(Gibco，uSA)；甘油

磷酸钠、磷酸化抗坏血酸(ASAP)、地塞米松、二甲

基亚砜(DMSO)均购自Sigma公司；类标准胎牛血

清(兰州民海生物工程有限公司)；MEM一仅细胞培

养液(GIBc0 12571．063)、RNA提取试剂盒

(QIAGEN74316)、cDNA反转录试剂盒(B10一

RADl70—8890)、碱性磷酸酶ALP测定试剂盒

(AE91640Ra，批号：201512)；骨钙素BGP检测试

剂盒(AE90937Ra，批号：201512)；I型胶原蛋白

ELIsA测定试剂盒(AE90739Ra，201512)；

RNAisoReagent、反转录试剂盒、TaqDNA聚合酶、

EasyDilution稀释液均购自TaAaRa公司，引物由

TaAaRa公司设计合成。

药品：ICA购于中国药品生物制品检定所，批

号：1 10737．200415；Icariside I购于上海融禾医药科

技有限公司，批号：121020。纯度均大于98％。

1．1．2仪器

二氧化碳细胞培养箱(THERMO FORMA

3110)、酶标仪(B10一TEcK synergy H1)、凝胶成像仪

(BIO—RAD，AIK9585)预制胶(BIO—RAD，Mini—

PROTEANTMTGx)。荧光定量PcR仪(stratagene

Mx3000P，德国安捷伦)；蛋白核酸分析仪(Du640，

美国贝克曼)；低温高速离心机(MRl822，法国

Jouan SA)

1．2方法

1．2．1 骨髓间充质干细胞培养及分组

大鼠骨髓间充质干细胞rBMscs(购自广州赛业

有限公司)，采用胰蛋白酶消化法进行大鼠骨髓间

充质干细胞的传代。

实验分组：①空白组：基础培养液：DMEM+10

mL／dL胎牛血清(含100 u／mL青、链霉素)；②阳性

转化液对照组：成骨诱导液：DMEM+10 mL／dL胎

牛血清(含100 U／mL青、链霉素)+0．1mol／L地塞

米松+50斗g／mL维生素C+10 mmol／Lp-甘油磷酸

钠。③IcA组：基础培养液+IcAl×10～mol／L；④

Icariside I组：基础培养液+Icariside I 1×10～mol／

L。

1．2．2碱性磷酸酶(ALP)活性测定

于成骨性诱导培养第6、9、12天测定ALP活

性，具体方法如下：弃培养液，PBs洗2次，每孔加入

缓冲液和基质液各0．3 mL混匀，37℃水浴15 min，

加入O．9 mL显色液，显色后在紫外分光光度计上测

定507 nm处光密度D(入)值，空白调零，检测酚标

准及样本的D(入)值，根据公式换算为金氏单位。

1．2．3骨钙素(BGP)含量的测定

成骨诱导培养后每3 d换液1次，每次换液时

留取1 mL旧培养液，于一20℃保存，于成骨性诱导

培养第6、9、12天，采用ELISA法检测BGP的分泌

量，以¨∥孔表示。

1．2．4 RT—RealTime PCR分析

药物干预48 h，提取细胞RNA，实时定量PcR

检测相关基因(ALP、BGP、Osterix和Runx一2)表达

量。

所用引物均委托TaKaRa(大连)公司根据

GeneBank所发布的序列设计并合成(表1)。总

RNA的提取采用Triz01一步法进行，使用核酸蛋白

分析仪检测吸光度。使用Primescript@RT reagent
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Kit with gDNA Eraser试剂盒进行逆转录。使用

SYBR@Premix Ex TaqTM II(Tli RNaseH Plus)，ROX

plus试剂盒，以Stratagene Mx3000p荧光定量PCR

仪进行检测。逆转录体系、PcR扩增体系及反应条

件均参照说明书设定。以标本中所提取的高浓度

RNA逆转录得到的cDNA作为标准品，经等比稀释

后，进行PCR反应制备标准曲线。经内参校正，求

得目的基因的相对表达水平。

表1 RT—Real Time PCR所用引物序列

Table 1 Primer sequences for RT—Real Time PCR

1．3统计学处理

测定结果均以元±s表示，采用sPssl6．0软件

处理数据，单因素方差分析，尸<0．05为差异有统

计学意义，P<0．Ol为差异有极统计学意义。

2 结果

2．1 对ALP活性的影响

检测各组在第6、9、12天ALP的活性及含量，

随着培养时间的延长而增加。在第12天达到了高

峰值。结果如图1所示。

2．2对BGP分泌量的影响

BGP分泌量随着培养时间的延长而增加。检

测各组在第6、9、12天BGP分泌量，在第12天达到

了高峰值。结果如图2所示。

2．3 ICA与Icariside I对rBMSCs骨向分化过程中

ALP、BGP、Osterix、RUNX2基因表达的影响

ALP、BGP、0sterix、Runx2的溶解曲线均只见一

特异性峰，表明引物的特异性好。各基因的扩增曲

线均呈“s”型，表明扩增效率较高。各组细胞ALp、

BGP、0sterix、RuNx2基因表达结果见表2。

3 讨论

3．1 BMSCs成骨分化过程中相关骨形成蛋白和细

胞因子

骨髓间充质干细胞(BMSCs)是一种多能间充

质干细胞，在一定条件下可以向成骨、成脂、成软骨

分化。这个过程需要谱系特异性的转录因子如

Runx．2、Osterix等参与。BMScs向成骨分化的重要
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图l成骨性诱导后不同时间四组间ALP活性对比

(聘=8)

注：与空白对照组比较，“P<O．Ol；与阳性转化液组比

较，，TP<O．01；与IcA组比较，66P<O．叭

与空白对照组比较，除IcA组第9天外，各组ALP的活性及

含量均显著高于空白对照组(”P<0．01)；与阳性转化液

对照组比较，各组结果均有显著差异(’’P<O．01)，但

Icariside I组第12天ALP活性达到阳性转化液组的近

90％，与其最为接近；Icariside I组和1cA组比较，Icariside I

组各个时间点对ALP活性的影响均强于ICA组(06 P<

O．OJ)，并且在第9天即接近达到作用最高点，达到阳性转

化液组的近90％。

Fig．1 Comparison of ALP actiVity in the four groups at

difkrent time after osteogenic induction

表现是：细胞能够合成、分泌表达成骨特异性的蛋白

和细胞外基质成分，如早期出现的碱性磷酸酶、I型

胶原蛋白等及较晚出现的骨钙素、骨涎蛋白等。4。。

ALP是成骨细胞分泌的一种特异性的酶，标志

着成骨细胞早期的分化程度’51。BGP是成熟成骨

细胞分泌的一种特异非胶原骨基质蛋白，是反映成

骨细胞活性的敏感指标，也作为成骨细胞向新骨生

成过程的特异性指标∞。。

㈨∞星；∞∞们∞o
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图2成骨性诱导后不同时间四组间BGP分泌量对比

(n=8)

注：与空白对照组比较，“P(O．01。与阳性转化液组比较，77P

<O．01；与IcA组比较，66P<O．Ol

与空白对照组比较，各组BGP分泌量均显著高于空白对照组

(”JD<0．叭)；与阳性转化液对照组比较，各组结果均有显著

差异(77 P<O．01)，但Icariside I组第12天BGP分泌量达到

阳性转化液组的近86％；Icariside I组和IcA组比较，Icarisjde I

组各个时间点BGP分泌量均强于ICA组(86P<O．01)。

Fig．2 Comparison of BGP secretion in the four groups
at

different time after osteogenic induction

Runx一2作为成骨细胞的特异转录因子和成骨细胞

分化的关键调节因子，是骨发育过程中激活与启动

BMSCs向成骨细胞分化并调节成骨细胞成熟的重

要转录因子"]。Runx2通过结合成骨细胞特异性激

活元件，直接调节成骨细胞特异性基因的表达，包括

骨钙素、骨桥蛋白、I型胶原和ALP等多种成骨相关

基因的表达，在骨形成的多个阶段起调控作用蛸1。

Osterix是Runx．2的靶基因，受到Runx．2的转录调

控。0sterix是成骨细胞0B晚期分化所必需的特异

性转录因子，调控许多重要的OB晚期表型和功能

蛋白的表达，如骨钙素、骨桥素、骨涎蛋白和I型胶

原蛋白等，通过诱导前体成骨细胞分化为成熟的功

能性成骨细胞，对骨细胞的分化成熟和骨质形成有

重要影响H1。

表2 各组细胞ALP、BGP、0sterix、RuNx2基因表达结果(n=5)

Table 2 Gene expression of ALP，BGP，0sterix and RUNX2 in each group

注：与空白对照组比较，。尸<O．01；与阳性转化液组比较，。P<0．01；Icariside I组与IcA组比较，。JD<O．Ol。

与空白对照组相比，IcA组和Icarjside I组及阳性转化液组ALP、BGP基因表达均恩著增高。P<0．01，Icariside I组表达高于IcA组；与阳

性转化液组相比，IcA组、Icariside I组ALP、BGP基因表达均较低且。P<0．0I，Icariside I组的表达为阳性转化液组的80％以上；Icariside I组

与IcA组相比，Icariside I组ALP、BGP基因表达显著增高，。P<O．0l。

与空白对照组相比，IcA组和Ica^side I组及阳性转化液组0sterix、Runx一2基因表达均显著增高。P<0．01；与阳性转化液组相比，IcA组、

Icariside I组Osterix、Runx．2基因表达均较低且。P<0．01；Icarjside I组与IcA组相比，无显著性差异。

3．2 中医理论“肾藏精”与干细胞相关性

中医认为“肾藏精生髓主骨”，肾主藏精，精生

髓，髓养骨。肾中的精气可以濡养和滋润骨髓，骨的

生长发育又有赖于骨髓的充养，肾中精气旺盛则骨

就强壮，否则反之。正如《医经精义-五脏所主》所

言：“肾藏精，精生髓，髓养骨，故骨者肾气之所合

也；髓者肾之所生也，精足则髓足，髓在骨内，髓足者

则骨强。”这些论述表明出生后，甚至成年后“肾精”

仍具有生成性，有再生的功能。1⋯。即“肾精”也担负

成年组织修复的功能。

《灵枢·决气》，“肾藏精”精的来由是：“两神相

搏，合而成形，常先身生，是为精”。因此，肾所藏之

精可相应于胚胎干细胞及它分化为各种组织器官的

成体干细胞。干细胞具有先天之精的属性。现代医

学研究，干细胞是具有多向分化潜能的成体干细胞，

以骨髓组织中含量最为丰富。骨髓间充质干细胞的

分化能力与分化方向代表骨髓的功能，该功能由中

医“肾”的功能主宰，因此认为补“肾”可以增强骨髓

间充质干细胞的分化功能。干细胞分化的潜能与中

药治疗骨质疏松症、骨折、骨坏死、骨缺损等骨相关

疾病有着理论上的相通性。因此，中医采用补肾中

药调控骨髓间充质干细胞向成骨分化的机制以“肾

藏精生髓主骨”为理论基础一“。

3．3淫羊藿苷及其代谢产物促进骨代谢的研究现

状

《本草纲目》：“淫羊藿味甘气香，性温不寒，能

益精气，乃手足阳明命门药也”。中药淫羊藿具有

补肾壮阳，益精健骨的功效，是临床治疗OP常用

药，因其显著的促进骨形成、抑制骨吸收作用一直是

国内外研究的热点。
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IcA是淫羊藿中含量最为丰富的黄酮苷类化合

物，体外细胞实验表明ICA可促进rBMSCs的成骨

性分化，促进成骨细胞ALP活性，促进成骨细胞I型

胶原的分泌，从而促进成骨细胞的增殖、分化和矿

化，以及抑制破骨细胞的骨吸收活性。1 2’”1；ICA可

通过上调成骨细胞核心结合因子oll(cb缸1)、

BMP一2、BMP4 mRNA和Runx2的表达而促进成骨

细胞骨形成。14I。此外，ICA对化疗药物环磷酰胺导

致小鼠骨髓间充质干细胞成骨分化障碍具有保护作

用，可能与IcA激活wnt／B．catenin信号通路有

关¨“。因而具有开发为抗骨质疏松新药的潜力。

淫羊藿常以口服途径给药，主要成分ICA经肠

道细菌分解后产生多种代谢产物，如Icariside I、

IcarisideⅡ、icaritin等，而ICA生物利用度较

低。1 6‘”。，其代谢途径见图5。翟远坤等。181进行

IcarisideⅡ对体外培养rBMscs成骨性分化的影响，

发现IcarisideⅡ促进BMsCs成骨性分化的活性高于

IcA。Icariside I也是IcA的体内主要代谢产物之

一，在对抗OP促进OB分化方面的实验研究未见报

道。因此本实验研究Icariside I抗骨质疏松活性并

与ICA活性进行比较。

表达，促进0B增殖、分化。与空白对照组比较，ICA

和Icariside I组及阳性转化液组ALP、BGP、Osterix、

Runx．2基因表达均显著增高P<0．01，但低于阳性

转化液组且P<0．0l；Icariside I组ALP、BGP基因

表达显著高于ICA组且P<0．01。ICA组、Icariside

I组0sterix、Runx．2基因表达相比，无显著性差异。

结果表明，IcA作为淫羊藿的主要有效成分，经

体内生物转化后，其代谢物Icariside I也具有抗OP

活性，并且其作用强于原型药物IcA。根据中医理

论，肾中精气充盛，对骨形成有较好的促进作用，其

作用机制与其能够促进ALP、BGP、0sterix、Runx一2

基因及蛋白表达有关。提示ICA可通过口服途径

给药，进行抗骨质疏松药效学评价。Icariside I与

ICA比较，主要差别在于脱去3位鼠李糖，这可能是

活性增强的主要原因，但具体机理还需做进一步的

研究。
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