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·实验研究·

积雪草苷对脂多糖诱导的成骨细胞增殖和分化的影响

赵强1 肖波1 陈天逸1 赵明1 杨国奇1 徐银之1

[摘要] 目的:探讨积雪草苷(AS)对脂多糖(LPS)诱导的 MC3T3-E1成骨细胞增殖、分化的影响。方

法:先用2mg/L脂多糖处理 MC3T3-E1成骨细胞,再用5,10,20,40,80μmoL/L积雪草苷处理脂多糖

诱导的 MC3T3-E1成骨细胞,检测细胞活性,筛选最佳药物浓度;将 MC3T3-E1成骨细胞分为对照组

(Control组)、脂多糖组(LPS组)、积雪草苷低、中、高浓度组(AS-L、AS-M、AS-H 组)、积雪草苷高浓

度+CXCR4抑制剂AMD3100组(AS-H+AMD3100组);Hoechst33258染色观察细胞核形态;碱性

磷酸酶(ALP)染色及碱性磷酸酶活性检测细胞成骨能力;茜素红染色法检测钙结节形成情况;免疫印迹

检测分化相关标志物Ⅰ型胶原(COL-Ⅰ)、骨桥蛋白(OPN)、骨钙素(OCN)及SDF-1、CXCR4表达情况。
结果:筛选出10,20,40μmoL/L积雪草苷为AS-L、AS-M、AS-H组药物浓度进行后续实验;与对照组

比较,脂多糖组 MC3T3-E1成骨细胞细胞核固缩深染,呈明显细胞凋亡形态,碱性磷酸酶活性、钙结节

形成、COL-Ⅰ、OPN、OCN、SDF-1、CXCR4蛋白表达显著下降(P<0.05);与脂多糖组比较,AS-L、AS-
M、AS-H组 MC3T3-E1成骨细胞细胞核固缩深染逐渐减轻,凋亡形态细胞逐渐减少,碱性磷酸酶活性、
钙结节形成、COL-Ⅰ、OPN、OCN、SDF-1、CXCR4蛋白表达依次显著上升(P<0.05);与AS-H组比较,

AS-H+AMD3100组 MC3T3-E1成骨细胞细胞核固缩深染加重,凋亡形态细胞明显增多,碱性磷酸酶

活性、钙结节形成、COL-Ⅰ、OPN、OCN、SDF-1、CXCR4蛋白表达显著下降(P<0.05)。结论:积雪草苷

可通过激活SDF-1/CXCR4信号通路促进 MC3T3-E1成骨细胞的增殖与分化。
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Abstract Objective:Toinvestigatetheefficacyofasiaticoside(AS)onproliferationanddifferentiationofMC3T3-E1
osteoblastsinducedbylipopolysaccharide(LPS).Methods:MC3T3-E1osteoblastswerefirsttreatedwith2mg/LLPS,

andthenLPSinducedMC3T3-E1osteoblastsweretreatedwith5,10,20,40,and80μmol/Lasiaticoside.Cellactivitywas
measuredandtheoptimaldrugconcentrationwasselected.MC3T3-E1osteoblastswereseparatedintocontrolgroup,li-

popolysaccharidegroup(LPSgroup),low,medium,andhighconcentrationasiaticosidegroups(AS-L,AS-M,AS-H

group),andhighconcentrationasiaticoside+CXCR4inhibitorAMD3100group(AS-H+AMD3100group).Hoechst
33258stainingwasappliedtoobservethemorphologyofthenucleus;alkalinephosphatase(ALP)stainingandALPactiv-
itywereappliedtodetecttheosteogenicabilityofcells;alizarinredstainingmethodwasappliedtodetecttheformationof
calciumnodules;immunoblottingwasappliedtodetecttheexpressionofdifferentiationrelatedbiomarkerssuchascollagen
typeⅠ (COL-Ⅰ),osteopontin(OPN),osteocalcin(OCN),andSDF-1andCXCR4.Results:10,20,and40μmol/LAS
wereselectedasdrugconcentrationsforAS-L,AS-M,andAS-Hgroupsinsubsequentexperiments;comparedwiththe
controlgroup,thenucleusofMC3T3-E1osteoblastsintheLPSgroupshowedpyknosisanddeepstaining,showingaobvi-
ousapoptoticmorphology,theALPactivity,calciumnoduleformation,theexpressionofCOL-Ⅰ,OPN,OCN,SDF-1,CX-

CR4proteinsweregreatlydecreased(P<0.05).Thenuclear

pyknosisanddeepstainingof MC3T3-E1osteoblastsin

42 ChineseJTradMedTraum&Orthop,Jul.2024,Vol.32,No.7



AS-L,AS-M,andAS-HgroupsgraduallydecreasedcomparedwiththeLPSgroup,thenumberofapoptoticcellsgradually
decreased,theALPactivity,calciumnoduleformation,theexpressionofCOL-Ⅰ,OPN,OCN,SDF-1,CXCR4proteins
wereobviouslyincreasedinsequence(P<0.05).ThenucleiofMC3T3-E1osteoblastsintheAS-H+AMD3100group
showedincreasedpyknosisanddeepstainingcomparedwiththeAS-Hgroup,theapoptoticmorphologicalcellsobviously
increased,theALPactivity,calciumnoduleformation,theexpressionofCOL-I,OPN,OCN,SDF-1,andCXCR4proteins
weregreatlyreduced(P<0.05).Conclusion:AsiaticosidecanpromotetheproliferationanddifferentiationofMC3T3-E1
osteoblastsbyactivatingSDF-1/CXCR4signalingpathway.
Keywords: asiaticoside;lipopolysaccharides;osteoblasts;proliferation;differentiation

  骨缺损可能对机体的形态及功能产生影响,严重

影响患者的心理和身体健康,而骨质疏松对于骨缺损

修复的影响是一大难题[1]。目前骨缺损修复方式均存

在自体骨来源有限、免疫排斥、传播疾病的风险及生物

活性低等问题[2]。积雪草苷(AS)提取自中药积雪草,
可促进骨髓间充质干细胞成骨分化[3]。SDF-1广泛表

达于各种细胞,其与CXCR4受体结合可以促进骨髓

间充质干细胞的增殖、分化[4]。本研究主要探索积雪

草苷对脂多糖(LPS)诱导的 MC3T3-E1成骨细胞增

殖、分化及SDF-1/CXCR4信号通路的影响。

1 材料和方法

1.1 实验细胞

小鼠 MC3T3-E1成骨细胞购于上海赛百慷生物

公司。

1.2 主要药物

积雪草甘标准品(≥98%,SA8540)和脂多糖(≥
98%,L8880)购自北京索莱宝科技有限公司。

1.3 主要试剂与仪器

Hoechst33258染色液(C1017)购于上海碧云天公

司;碱性磷酸酶(ALP)检测试剂盒(LG-TE0003)购于上

海羽哚生物公司;茜素红染色试剂盒(CTCC-JD001)购
于无锡菩禾生物医药公司;COL-Ⅰ(ab270993)、骨桥蛋白

(OPN,ab218237)、骨钙素(OCN,ab309521)及SDF-1
(ab25117)、CXCR4(ab181020)一抗均购于英国abcam
公司;SpectraMaxiD3型多功能酶标仪购自美谷分子仪

器(上海)有限公司。

1.4 细胞培养

MC3T3-E1成骨细胞接种于含10%胎牛血清的

DMEM培养基中,并置于37℃下5%CO2培养箱中培

养,将细胞培养至对数生长期用于后续实验。

1.5 细胞活性实验

将 MC3T3-E1成骨细胞接种于96孔板,成骨分

化诱导培养基培养24h,用2mg/L脂多糖[5]处理

MC3T3-E1 成 骨 细 胞 24 h,再 用 5,10,20,40,

80μmoL/L积雪草苷处理脂多糖诱导的 MC3T3-E1
成骨细胞24h,加入CCK-8试剂,酶标仪测定450nm
处的吸光度值,检测细胞活性。

1.6 细胞处理及分组

将MC3T3-E1成骨细胞分为对照组(Control组)、
脂多糖组(LPS组)、积雪草苷低、中、高浓度组(AS-L、

AS-M、AS-H 组)、积雪草苷高浓度+CXCR4抑制剂

AMD3100组(AS-H+AMD3100组)[6]。对照组不做任

何处理;脂多糖组用2mg/L脂多糖处理24h;AS-L、

AS-M、AS-H组用2mg/L脂多糖处理24h后分别用

10,20,40μmoL/L 积 雪 草 苷 处 理 24h;AS-H+
AMD3100组用2mg/L脂多糖、40μmoL/L积雪草苷

及60μmoL/LAMD3100依次分别处理24h。

1.7 指标检测

1.7.1 Hoechst33258染色 将各组 MC3T3-E1成

骨细胞接种于96孔板,37℃、5%CO2环境下在成骨

分化诱导培养基培养12h,弃去培养基,PBS冲洗后

加入4%多聚甲醛固定,加入 Hoechst33258染色,

PBS漂洗后荧光显微镜观察细胞核形态。

1.7.2 碱性磷酸酶活性检测 将各组细胞接种于96
孔板成骨分化诱导培养基培养7d,弃培养液,并用

PBS洗涤,一部分加入碱性磷酸酶显色剂避光染色

30min,光 学 显 微 镜 观 察 并 拍 照。另 一 部 分 加 入

0.1% TritonX-100裂解细胞30min,反复吹打至细

胞完全裂解,收集裂解液,4℃下12000r/min离心

15min,收集上清液。按照碱性磷酸酶活性检测试剂

盒说明书进行操作,检测碱性磷酸酶活性。

1.7.3 茜素红染色 将各组细胞接种于96孔板成骨

分化诱导培养基培养21d,PBS漂洗,加入4%多聚甲

醛固定30min,弃固定液,PBS洗涤,加入茜素红染色

液染色30min,弃茜素红染液,PBS洗涤至液体颜色

不变红,显微镜下观察钙结节形成并拍照。

1.7.4 免疫印迹 将各组细胞接种于96孔板中,成
骨分化诱导培养基培养7d,加入RIPA细胞裂解液裂

解蛋白,4℃下6000r/min离心10min,取上清,检测

蛋白浓度。对各组蛋白分别进行凝胶电泳分离、转膜

封闭2h,分别加入兔抗COL-Ⅰ、OPN、OCN、SDF-1、

CXCR4一抗4℃孵育过夜,随后加入 HRP标记的山

羊抗兔IgG二抗室温孵育,最后加入ECL化学发光液

显色,检测COL-Ⅰ、OPN、OCN、SDF-1、CXCR4蛋白
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表达情况。

1.8 统计学方法

采用SPSS25.0进行统计分析,计量资料符合正

态分布以x±s形式描述,多组间比较采用单因素方差

分析,组间两两比较采用SNK-q检验,P<0.05差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 各组 MC3T3-E1成骨细胞活性比较

与对照组比较,脂多糖组 MC3T3-E1成骨细胞存

活率显著下降,差异有统计学意义(P<0.05);与脂多

糖组比较,10,20,40,80μmoL/L积雪草苷组MC3T3-
E1成骨细胞存活率显著上升,差异有统计学意义

(P<0.05);40μmoL/L积雪草苷组与80μmoL/L积

雪草苷组 MC3T3-E1成骨细胞存活率差异无统计学

意义(P>0.05),因此选择10,20,40μmoL/L积雪草

苷进行后续实验,见表1。

2.2 各组 MC3T3-E1成骨细胞细胞核形态比较

表1 各组 MC3T3-E1成骨细胞活性比较(n=6,x±s)

组别 细胞存活率/%
对照组 98.26±4.81

脂多糖组 46.37±2.311)

5μmoL/L积雪草苷组 48.55±2.43
10μmoL/L积雪草苷组 61.83±3.092)

20μmoL/L积雪草苷组 75.69±3.782)

40μmoL/L积雪草苷组 91.42±4.572)

80μmoL/L积雪草苷组 94.88±4.762)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与脂多糖组比较,P<0.05。

  对照组 MC3T3-E1成骨细胞细胞核形态完整,染
色均匀,呈圆形或卵圆形;与对照组比较,脂多糖组

MC3T3-E1成骨细胞细胞核固缩深染,呈明显细胞凋

亡形 态;与 脂 多 糖 组 比 较,AS-L、AS-M、AS-H 组

MC3T3-E1成骨细胞细胞核固缩深染逐渐减轻,凋亡

形态 细 胞 逐 渐 减 少;与 AS-H 组 比 较,AS-H +
AMD3100组 MC3T3-E1成骨细胞细胞核固缩深染加

重,呈细胞凋亡形态细胞明显增多(见图1)。

图1 Hoechst33258染色观察各组 MC3T3-E1成骨细胞凋亡情况(×200)

2.3 各组 MC3T3-E1成骨细胞碱性磷酸酶活性比较

与对照组比较,脂多糖组MC3T3-E1成骨细胞碱性

磷酸酶活性显著下降,差异有统计学意义(P<0.05);与
脂多糖组比较,AS-L、AS-M、AS-H组 MC3T3-E1成骨

细胞碱性磷酸酶活性依次显著上升,差异有统计学意义

(P<0.05);与 AS-H 组 比 较,AS-H+AMD3100组

MC3T3-E1成骨细胞碱性磷酸酶活性显著下降,差异有

统计学意义(P<0.05),见图2和表2。

图2 碱性磷酸酶活性检测各组 MC3T3-E1成骨细胞分化情况(×10)

表2 各组 MC3T3-E1成骨细胞碱性磷酸酶

活性比较(n=6,x±s)

组别 碱性磷酸酶/(U·g-1)

对照组 7.96±0.91
脂多糖组 2.03±0.261)

AS-L组 3.52±0.422)

AS-M组 5.27±0.592)3)

AS-H组 7.39±0.842)3)4)

AS-H+AMD3100组 5.44±0.635)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与脂多糖组比较,P<0.05;

3)与AS-L组比较,P<0.05;4)与 AS-M 组比较,P<0.05;

5)与AS-H组比较,P<0.05。

2.4 各组 MC3T3-E1成骨细胞成骨分化比较

与对照组比较,脂多糖组 MC3T3-E1成骨细胞钙

结节形成显著下降,差异有统计学意义(P<0.05);与
脂多糖组比较,AS-L、AS-M、AS-H 组 MC3T3-E1成

骨细胞钙结节形成依次显著上升,差异有统计学意义

(P<0.05);与 AS-H 组比较,AS-H+AMD3100组

MC3T3-E1成骨细胞钙结节形成显著下降,差异有统

计学意义(P<0.05),见图3和表3。
2.5 免疫印迹检测 MC3T3-E1成骨细胞 COL-Ⅰ、

OPN、OCN蛋白表达

与对照组比较,脂多糖组 MC3T3-E1成骨细胞

COL-Ⅰ、OPN、OCN蛋白表达显著下降,差异有统计
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图3 茜素红染色检测各组 MC3T3-E1成骨细胞钙结节形成情况(×10)

表3 各组 MC3T3-E1成骨细胞钙结节形成比较(x±s)

组别 钙结节(光密度值)
对照组 0.72±0.07

脂多糖组 0.15±0.021)

AS-L组 0.31±0.032)

AS-M组 0.48±0.052)3)

AS-H组 0.66±0.072)3)4)

AS-H+AMD3100组 0.50±0.055)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与脂多糖组比较,P<0.05;

3)与AS-L组比较,P<0.05;4)与 AS-M 组比较,P<0.05;

5)与AS-H组比较,P<0.05。

学意义(P<0.05);与脂多糖组比较,AS-L、AS-M、

AS-H组 MC3T3-E1成骨细胞COL-Ⅰ、OPN、OCN蛋

白表达依次显著上升,差异有统计学意义(P<0.05);

与AS-H组比较,AS-H+AMD3100组 MC3T3-E1成

骨细胞COL-Ⅰ、OPN、OCN蛋白表达显著下降,差异

有统计学意义(P<0.05),见图4和表4。

图4 WesternBlot检测COL-Ⅰ、OPN、OCN蛋白表达

表4 各组 MC3T3-E1成骨细胞COL-Ⅰ、OPN、OCN蛋白表达比较(n=6,x±s)

组别 COL-Ⅰ OPN OCN
对照组 0.71±0.07 0.68±0.07 0.82±0.08

脂多糖组 0.21±0.021) 0.12±0.011) 0.31±0.031)

AS-L组 0.35±0.042) 0.27±0.032) 0.45±0.052)

AS-M组 0.50±0.052)3) 0.43±0.042)3) 0.60±0.062)3)

AS-H组 0.66±0.072)3)4) 0.61±0.062)3)4) 0.77±0.082)3)4)

AS-H+AMD3100组 0.52±0.055) 0.46±0.055) 0.62±0.065)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与脂多糖组比较,P<0.05;3)与AS-L组比较,P<0.05;4)与AS-M组比较,P<0.05;5)与AS-H
组比较,P<0.05。

2.6 免疫印迹检测SDF-1/CXCR4信号通路相关蛋

白表达

与对照组比较,脂多糖组 MC3T3-E1成骨细胞

SDF-1、CXCR4蛋白表达显著下降,差异有统计学意

义(P<0.05);与脂多糖组比较,AS-L、AS-M、AS-H
组 MC3T3-E1成骨细胞SDF-1、CXCR4蛋白表达依

次显著上升,差异有统计学意义(P<0.05);与AS-H
组比较,AS-H+AMD3100组 MC3T3-E1成骨细胞

SDF-1、CXCR4蛋白表达显著下降,差异有统计学意

义(P<0.05),见图5和表5。

图5 WesternBlot检测SDF-1和CXCR4蛋白表达

表5 各组 MC3T3-E1成骨细胞SDF-1和CXCR4
蛋白表达比较(n=6,x±s)

组别 SDF-1 CXCR4
对照组 0.97±0.10 0.88±0.09

脂多糖组 0.44±0.041) 0.32±0.031)

AS-L组 0.59±0.062) 0.48±0.052)

AS-M组 0.75±0.082)3) 0.65±0.072)3)

AS-H组 0.93±0.092)3)4) 0.84±0.082)3)4)

AS-H+AMD3100组 0.78±0.085) 0.69±0.075)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与脂多糖组比较,P<0.05;

3)与AS-L组比较,P<0.05;4)与 AS-M 组比较,P<0.05;

5)与AS-H组比较,P<0.05。

3 讨论

骨质疏松可能导致骨量减少和骨骼结构改变,影
响骨整合,而骨质疏松患者骨缺损修复仍是一大难题,
目前主要通过材料填充进行缺损修复,其中包括自体

骨、同种异体骨、脱钙骨基质、生物陶瓷、金属材料等,
然而自体骨骨量有限,其他材料又有感染、传播疾病、
免疫排斥和生物活性低等缺点[7]。因此,寻找新的药
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物促进骨再生成为研究重点,随着国家医药科技的发

展,中医中药也不断受到重视,从不同的草本植物中提

取活性化合物治疗骨缺损越来越广泛。积雪草苷是从

中药积雪草中提取的一种三萜类皂苷化合物,具有抗

炎、抗纤维化、抗肿瘤、促进伤口愈合、抑制瘢痕形成、免
疫调节、成骨分化等作用[8]。研究显示积雪草苷可以减

少促炎细胞因子的释放,抑制软骨细胞凋亡和炎症反

应,抑制关节软骨退变,保护膝骨关节炎大鼠软骨避免

损伤[9-10]。另外积雪草苷可以抑制破骨细胞的形成和

骨吸收,对细胞成骨分化产生积极影响[11]。本研究显

示积雪草苷可以促进 MC3T3-E1成骨细胞增殖及钙结

节形成,同样积雪草苷可以促进成骨细胞的成骨分化。
碱性磷酸酶能在成骨的过程中促进矿化,其活性

被广泛认为是成骨细胞活性的生化标记物,碱性磷酸

酶高表达是成骨细胞分化的早期标志,而钙结节形成

标志成骨细胞进一步分化成熟,是成骨晚期的一种标

志物[12]。研究显示碱性磷酸酶的活性升高及钙结节

形成增多,可以促进骨髓间充质干细胞(MSCs)成骨

分化[13]。传统中药淫羊藿可以促进 MC3T3-E1细胞

的碱性磷酸酶活性,促进 MC3T3-E1细胞的成骨分

化[14]。本研究结果显示,积雪草苷升高了碱性磷酸酶

的活性,促进钙结节形成,说明积雪草苷可以促进

MC3T3-E1成骨细胞的成骨分化。

COL-Ⅰ、OPN、OCN均是参与骨形成及矿化的重

要骨基质蛋白。COL-Ⅰ不仅能刺激细胞的黏附和成

骨分化,还可以在骨形成过程中为骨细胞钙盐沉积提

供场所[15]。骨桥蛋白可以促进骨髓间充质干细胞向

成骨细胞分化,是早期成骨的标志之一。骨钙素是成

骨细胞晚期分化的标志物,常用于检验成骨细胞活性。
研究显示COL-Ⅰ、OPN、OCN表达升高,可以促进人

牙龈成纤维细胞的增殖及成骨分化[16]。三七总皂苷

能促进COL-Ⅰ、OPN、OCN等成骨相关蛋白表达,促
进 MC3T3-E1细胞向成骨细胞分化[17]。本研究结果

显示,积雪草苷可以升高COL-Ⅰ、OPN、OCN表达水

平,说明积雪草苷参与 MC3T3-E1成骨细胞的增殖分

化进程。

SDF-1/CXCR4信号通路参与成骨细胞成骨相关

蛋白的表达及骨形成过程,其中SDF-1即趋化因子

CXCL12,其可以通过自身反馈促进自身的增殖及成

骨分化等。CXCR4是一个由7个跨膜受体组成的家

族成员,SDF-1与其结合可以引起一系列的信号转导,
促进 细 胞 的 成 骨 分 化。研 究 显 示 促 进 SDF-1 和

CXCR4蛋白表达,可以促进骨髓间充质干细胞黏附、
迁移及成骨分化,促进骨缺损区域的骨愈合[18]。SDF-
1α/CXCR4信号轴参与骨髓间充质干细胞早期成骨分

化,其SDF-1和CXCR4表达升高可以提高细胞碱性

磷酸酶活性[4]。本研究显示,积雪草苷可以升高SDF-
1和CXCR4表达水平,推测积雪草苷可能通过调控

SDF-1/CXCR4信号通路参与 MC3T3-E1成骨细胞的

增殖分化。为验证这一猜想,在积雪草苷高浓度处理

MC3T3-E1成骨细胞的基础上进行 AMD3100处理,
结果显示AS-H+AMD3100组 MC3T3-E1成骨细胞

的碱性磷酸酶活性降低,钙结节形成减少,COL-Ⅰ、

OPN、OCN蛋白表达降低,证实积雪草苷可通过调控

SDF-1/CXCR4信号通路参与 MC3T3-E1成骨细胞的

增殖分化。
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