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淫羊藿苷对激素性股骨头坏死人骨髓间充质
干细胞成骨分化的影响

季伟1 刘远航1 张倩1 欧宜林2△

[摘要] 目的:基于磷脂酰肌醇3-激酶/丝氨酸-苏氨酸激酶(PI3K/AKT)通路探讨淫羊藿苷对激素性

股骨头坏死人骨髓间充质干细胞(hBMSCs)成骨分化能力的影响。方法:体外培养人骨髓间充质干细

胞,通过成骨、成脂诱导分化进一步鉴定人骨髓间充质干细胞的分化能力。以地塞米松诱导人骨髓间充

质干细胞模型,以0,0.1,0.5,1,5,10,50,100nmol/L的淫羊藿苷干预24h后,CCK-8实验筛选出合适

的淫羊藿苷浓度进行后续研究(CCK-8法)。将人骨髓间充质干细胞分为对照组、模型组、PI3K激活剂

组(10μmol/L740YP组)、淫羊藿苷组、淫羊藿苷+PI3K抑制剂组(淫羊藿苷+10mmol/LLY294002
组)。CCK-8法检测各组人骨髓间充质干细胞活力;染色法检测人骨髓间充质干细胞的成骨、成脂分化

能力;RT-qPCR法检测成骨分化相关基因表达水平;比色法检测碱性磷酸酶(ALP)活性;WesternBlot
法检测各组人骨髓间充质干细胞中PI3K/AKT通路有关蛋白表达量。结果:第3代人骨髓间充质干细

胞生长良好,成骨、成脂诱导分别显示有钙化结节、红色脂滴出现,说明人骨髓间充质干细胞具有成骨和

成脂分化的能力。CCK-8法筛选淫羊藿苷的浓度为1nmol/L用于后续实验。与对照组相比,模型组

钙化结节数量、ALP活性、成骨因子(ALP、RUNX2、OPN、BMP2)的基因表达水平以及p-PI3K/PI3K、

p-AKT/AKT和Bcl-2蛋白表达水平明显降低,脂滴数量、成脂因子(PPARγ、C/EBPα)的基因表达水平

以及Bax蛋白表达水平显著升高,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组相比,PI3K激活剂组和淫羊

藿苷组钙化结节数量、ALP活性、成骨因子的基因表达水平以及p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和Bcl-2
蛋白表达水平显著升高,脂滴数量、成脂因子的基因表达水平以及Bax蛋白表达水平明显下降,差异有

统计学意义(P<0.05);与淫羊藿苷组相比,淫羊藿苷+PI3K抑制剂组钙化结节数量、ALP活性、成骨

因子的基因表达水平以及p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和Bcl-2蛋白表达水平明显降低,脂滴数量、成

脂因子的基因表达水平以及Bax蛋白表达水平显著升高,差异有统计学意义(P<0.05)。结论:淫羊藿

苷可能通过激活PI3K/AKT通路,进而增强地塞米松诱导的人骨髓间充质干细胞成骨分化能力和细胞

活性。
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EffectofIcariinonOsteogenicDifferentiationofHumanBoneMarrow
MesenchymalStemCellswithHormone-InducedFemurHeadNecrosis

JIWei1 LIUYuanhang1 ZHANGQian1 OUYilin2△
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Abstract Objective:Toinvestigatetheeffectoficariinonosteogenicdifferentiationabilityofhumanbonemarrowmesen-

chymalstemcells(hBMSCs)withfemoralheadbasedonthe

phosphatidylinositol3-kinase/serinethreoninekinase(PI3K/

AKT)pathway.Methods:hBMSCswereculturedinvitroand

theirdifferentiationabilitywasfurtheridentifiedbyinducing

osteogenicandadipogenicdifferentiation.Dexamethasonein-
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ducedhBMSCsmodel,andafter24hofinterventionwith0,0.1,0.5,1,5,10,50,and100nmol/Licariin,theappropriate
icariinconcentrationwasscreenedbyCCK-8experimentforsubsequentresearch(CCK-8method).hBMSCswereassigned
intocontrolgroup,modelgroup,PI3Kactivatorgroup(10μmol/L740YPgroup),icariingroup,andicariin+PI3Kinhibi-
torgroup(icariin+10mmol/LLY294002group).CCK-8wasusedtodetecttheviabilityofhBMSCsineachgroup.Aliza-
rinredstainingandoilredOstainingwereusedtodetectthedifferentiationabilitiesofhBMSCs.RT-qPCRmethodwas
usedtodetecttheexpressionlevelsofosteogenicdifferentiationrelatedgenes.Colorimetricmethodwasusedtodetectal-
kalinephosphatase(ALP)activity.WesternBlotmethodfordetectingproteinexpressionlevelsrelatedtothePI3K/AKT

pathway.Results:The3rdgenerationhBMSCsgrewwell,withcalcifiednodulesandredlipiddropletsappearingduringos-
teogenicandadipogenicinduction,indicatingthathBMSCshadosteogenicandadipogenicdifferentiationabilities.Thecon-
centrationoficariinscreenedbyCCK-8was1nmol/Lforsubsequentexperiments.Comparedwiththecontrolgroup,the
numberofcalcifiednodules,ALPactivity,geneexpressionlevelsofosteogenicfactors(ALP,RUNX2,OPN,BMP2),pro-
teinexpressionlevelsofp-PI3K/PI3K,p-AKT/AKT,andBcl-2wereprominentlylowerinthemodelgroup,whilethe
numberoflipiddroplets,geneexpressionlevelsofadipogenicfactors(PPARγ,C/EBPα),andproteinexpressionlevelof
Baxwereobviouslyhigher(P<0.05).Comparedwiththemodelgroup,thenumberofcalcifiednodules,ALPactivity,

geneexpressionlevelsofosteogenicfactors,proteinexpressionlevelsofp-PI3K/PI3K,p-AKT/AKT,andBcl-2wereobvi-
ouslyhigherinthePI3Kactivatorgroupandicariingroup,whilethenumberoflipiddroplets,geneexpressionlevelsofad-
ipogenicfactors,andproteinexpressionlevelofBaxwereprominentlylower(P<0.05).Comparedwiththeicariingroup,

thenumberofcalcifiednodules,ALPactivity,geneexpressionlevelsofosteogenicfactors,proteinexpressionlevelsofp-
PI3K/PI3K,p-AKT/AKT,andBcl-2wereprominentlylowerintheicariin+PI3Kinhibitorgroup,whilethenumberof
lipiddroplets,geneexpressionlevelsofadipogenicfactors,andproteinexpressionlevelofBaxwereobviouslyhigher(P<
0.05).Conclusion:IcariincanenhancedexamethasoneinducedosteogenicdifferentiationandcellularactivityofhBMSCsby
activatingthePI3K/AKTpathway.
Keywords: icariin;steroid-inducedavascularnecrosisofthefemoralhead;humanbonemarrowmesenchymalstemcells;

osteogenicandadipogenicdifferentiation;phosphatidylinositol3-kinase/serinethreoninekinasepathway

  激素性股骨头坏死(SANFH)[1]是一种由糖皮质

激 素 引 起 的 骨 代 谢 性 疾 病,骨 髓 间 充 质 干 细 胞

(BMSCs)基于其成骨分化能力在骨坏死修复中发挥

重要作用。研究表明激素性股骨头坏死的发生与骨髓

间充质干细胞的分化密切相关[2]。淫羊藿苷(Icariin)
能够通过调节骨髓间充质干细胞活性改善骨代谢疾

病[3-4],但其具体作用机制尚不清楚。PI3K/AKT通

路在 调 节 成 骨 分 化 中 发 挥 重 要 作 用[5],通 过 调 节

PI3K/AKT通路可改善糖皮质激素诱导的骨质疏松

症[6]。本研究旨在探究淫羊藿苷调节PI3K/AKT通

路对激素性股骨头坏死人骨髓间充质干细胞成骨与成

脂分化的影响,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 药品和试剂

人骨 髓 间 充 质 干 细 胞 (hBMSCs,货 号 为 PC-
045h)购自武汉赛奥斯生物科技有限公司;淫羊藿苷

(CAS为489-32-7,HPLC≥98%)、PI3K抑制剂/激活

剂(货号为01X7260/01X12364)均购自上海联祖生物

科技有限公司;CCK-8试剂盒(货号为AS90075)购自

浙江联硕生物科技有限公司;成骨/成脂诱导试剂盒

(货号为FY200006/FY200007)购自上海觅拓生物科

技有限公司;油红O染色试剂盒(货号为22096KB)、

茜素红S染色试剂盒(货号为20087CR)、碱性磷酸酶

(ALP)检测试剂盒(货号为202977CA)购自上海博尔

森生物科 技 有 限 公 司;PI3K(MA1-74183)、p-PI3K
(PA5-17387)、AKT(44-609G)、p-AKT(44-621G)、Bax
(PA511378)、Bcl2(PA130410)、Caspase3(PA516327)抗
体均购自ThermoFisherScientific公司。

1.2 细胞培养

将冻存的人骨髓间充质干细胞复苏后置于含

10%FBS的DMEM高糖培养基中培养。每隔2~3d
更换1次培养基,当细胞融合度达到90%左右时进行

传代,取传代3次的对数生长期细胞观察其生长状况。

1.3 诱导分化能力检测

成脂分化检测:取第3代人骨髓间充质干细胞接

种于12孔板内,培养至细胞融合度为80%左右时,加
入成脂诱导分化液,经固定、染色后于显微镜下观察。

成骨分化检测:方法同成脂分化检测。在细胞高度

融合后加入成骨诱导分化液,在观察到有较多钙化结节

出现后,经固定、染色液染色后视野下拍照分析。

1.4 淫羊藿苷浓度筛选及分组处理

收集对数生长期的3代人骨髓间充质干细胞,先
以地塞米松[7]诱导细胞培养至24h后,分别加入0,

0.1,0.5,1,5,10,50,100nmol/L的淫羊藿苷干预
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24h后,CCK-8法实验筛选出合适的淫羊藿苷浓度进

行后续研究。

  收集对数生长期的人骨髓间充质 干 细 胞,以

10μmol/L地塞米松诱导激素性股骨头坏死人骨髓间

充质干细胞模型,将其分为对照组、模型组、PI3K激活

剂组(10μmol/L740YP组)[8]、淫羊藿苷组、淫羊藿

苷+PI3K 抑 制 剂 组 (淫 羊 藿 苷 +10 mmol/L
LY294002组)[9]。另培养正常生长的人骨髓间充质

干细胞作为对照组。

1.5 CCK-8法检测细胞活力

分别收集各组细胞以5×104/孔接种至96孔板,
在CO2培养箱中培养24h后,分别向每个孔中加入

10μLCCK-8试剂。孵育后在酶标仪中于450nm波

长下测量吸光度并计算细胞活力。

1.6 各组细胞ALP活性检测

各处理组细胞培养至第7天,收集细胞上清液,按
照试剂盒说明书检测ALP的活性。

1.7 各组细胞成骨分化检测

将各组细胞以5×105/孔接种到6孔板中,加入

成骨分化诱导液(诱导液定期换新),21d后经固定、
茜素红染色液染色(油红O染色)后进行观察。

1.8 RT-qPCR检测成骨、成脂因子mRNA的表达

收集各组人骨髓间充质干细胞,用Trizol试剂分

别提取总RNA,检测并调配成同一浓度;然后反转录

成cDNA,随后进行PCR扩增。变性、退火和延伸按

试剂盒说明书进行设定。通过熔融曲线图确认引物是

否有效,引物序列(见表1)由北京擎科生物公司合成,
用2-ΔΔCt法计算基因的相对表达水平。

1.9 WesternBlot法检测PI3K/AKT通路相关蛋白

表达量

收集各组人骨髓间充质干细胞,加入预冷的裂解

表1 引物序列

基因名称 引物序列(5'-3')  

ALP
F:AGAATCTGGTGCAGGAATGG
R:AGGCTCAAAGAGACCCATGA

RUNX2
F:GGACGAGGCAAGAGTTTCAC
R:TTCCCGAGGTCCATCTACTG

OPN
F:TGAAACGAGTCAGCTGGATG
R:TGAAATTCATGGCTGTGGAA

BMP-2
F:GCAAAGAAAAAGGAACGGACATT
R:GGGAAGCAGCAACGCTAGAA

PPARγ
F:ACCAAAGTGCAATCAAAGTGGA
R:ATGAGGGAGTTGGAAGGCTCT

C/EBPα
F:TATAGGCTGGGCTTCCCCTT
R:AGCTTTCTGGTGTGACTCGG

β-actin
F:GAAACTACCTTCAACTCCATC
R:CTAGAAGCATTTGCGGTGGAC

液充分裂解后提取并定量分析总蛋白。蛋白经变性处

理后通过电泳、转膜、封闭处理后分别加入一抗于4℃
下孵育过夜,次日室温下加入二抗孵育,可视化处理

后,凝胶成像仪采集图像并进行灰度分析。

1.10 统计学方法

采用SPSS24.0软件对数据进行处理分析,并以

x±s形式表示。多组间比较采用单因素方差分析,进
一步组间两两比较用LSD-t检验。P<0.05差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 人骨髓间充质干细胞的生长形态及分化能力鉴定

如图1a所示,第3代细胞可见明显的细胞集群,
细胞呈长梭形、紧密有序排列。图1b为成脂分化后的

人骨髓间充质干细胞,染色后显示明显的红色脂滴。
图1c为成骨诱导后人骨髓间充质干细胞,染色显示为

红色的钙化沉着物,形态由纤维状逐渐形成钙结节,茜
红素染色呈阳性。

图1 人骨髓间充质干细胞形态及分化能力(×100)

2.2 淫羊藿苷对地塞米松诱导的人骨髓间充质干细

胞活性影响

如图2所示,随着淫羊藿苷浓度的增加,人骨髓间

充质干细胞的光密度(OD)值先升高后降低,其中当浓

度为1nmol/L时,人骨髓间充质干细胞的 OD值最

高,因此选择1nmol/L的淫羊藿苷用于后续实验。

2.3 各组人骨髓间充质干细胞活力比较

如表2所示,与对照组比较,模型组细胞活力下

降,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比较,

PI3K激活剂组和淫羊藿苷组细胞活力增强,差异有统

计学意义(P<0.05);与淫羊藿苷组比较,淫羊藿苷+
PI3K抑制剂组细胞活力减弱,差异有统计学意义

(P<0.05)。

2.4 各组人骨髓间充质干细胞ALP活性比较

如表3所示,与对照组比较,模型组ALP活性显

著降低,差异有统计学意义(P<0.05);与模型组比
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图2 淫羊藿苷对地塞米松诱导的人骨髓间

充质干细胞活性的影响

表2 各组人骨髓间充质干细胞活力比较(n=6,x±s)

组别 细胞活力/%    
对照组 100.00±8.00
模型组 69.40±7.311)

PI3K激活剂组 88.32±6.082)

淫羊藿苷组 90.64±7.702)

淫羊藿苷+PI3K抑制剂组 76.27±8.363)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与淫羊藿苷组比较,P<0.05。

较,PI3K激活剂组和淫羊藿苷组ALP活性显著升高,
差异有统计学意义(P<0.05);与淫羊藿苷组比较,淫
羊藿苷+PI3K抑制剂组ALP活性明显降低,差异有

统计学意义(P<0.05)。

表3 各组人骨髓间充质干细胞ALP活性

比较(n=6,x±s,U/L)

组别 ALP活性

对照组 75.01±5.23
模型组 31.28±2.861)

PI3K激活剂组 68.67±6.572)

淫羊藿苷组 70.64±6.402)

淫羊藿苷+PI3K抑制剂组 47.35±5.003)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与淫羊藿苷组比较,P<0.05。

2.5 各组人骨髓间充质干细胞成骨分化比较

如图3所示,对照组染色均匀,可见红褐色矿化结

节;模型组染色减弱,结节分布稀疏,矿化结节减少;

PI3K激活剂组和淫羊藿苷组染色加深,结节分布广

泛,矿化结节增多;淫羊藿苷+PI3K抑制剂组染色范

围小、矿化结节数量减少。

ImageJ软件分析显示:与对照组比较,模型组钙

化结 节 数 量 明 显 减 少,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05);与模型组比较,PI3K激活剂组和淫羊藿苷组

钙化结节数量明显增加,差异有统计学意义(P<
0.05);与淫羊藿苷组比较,淫羊藿苷+PI3K抑制剂

组钙化结节数量明显减少,差异有统计学意义(P<
0.05),见表4。

图3 各组细胞茜素红染色图(×100)

表4 各组人骨髓间充质干细胞钙化结节数比较(n=6,x±s)

组别 结节数/个

对照组 12.67±1.20
模型组 5.83±0.451)

PI3K激活剂组 9.17±0.842)

淫羊藿苷组 8.50±0.702)

淫羊藿苷+PI3K抑制剂组 6.33±0.043)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与淫羊藿苷组比较,P<0.05。

2.6 各组人骨髓间充质干细胞成脂分化比较

如图4所示,对照组脂质积累较少;模型组脂质积

累增多、脂滴聚集;PI3K激活剂组和淫羊藿苷组脂质

积累减少;淫羊藿苷+PI3K抑制剂组脂质积累增多。

ImageJ软件分析显示:与对照组比较,模型组脂

滴数量明显增多,差异有统计学意义(P<0.05);与模

型组比较,PI3K激活剂组和淫羊藿苷组脂滴数量明显

减少,差异有统计学意义(P<0.05);与淫羊藿苷组比

较,淫羊藿苷+PI3K抑制剂组脂滴数量明显增多,差
异有统计学意义(P<0.05),见表5。

图4 各组细胞油红O染色图(×100)
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表5 各组人骨髓间充质干细胞脂滴数比较(n=6,x±s)

组别 脂滴数/个

对照组 35.83±3.45
模型组 58.00±5.221)

PI3K激活剂组 40.33±4.172)

淫羊藿苷组 41.50±3.802)

淫羊藿苷+PI3K抑制剂组 51.17±4.633)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与淫羊藿苷组比较,P<0.05。

2.7 各组人骨髓间充质干细胞中成骨相关基因表达

检测

如表6所示,与对照组比较,模型组各成骨基因表

达水平显著降低,差异有统计学意义(P<0.05);与模

型组比较,PI3K激活剂组和淫羊藿苷组各成骨基因表

达水平显著升高,差异有统计学意义(P<0.05);与淫

羊藿苷组比较,淫羊藿苷+PI3K抑制剂组各成骨基因

表达水平明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。

表6 各组成骨相关基因相对表达水平比较(n=6,x±s)

组别 ALP RUNX2 OPN BMP-2
对照组 0.89±0.08 0.97±0.04 0.92±0.06 0.98±0.01
模型组 0.31±0.051) 0.46±0.061) 0.26±0.031) 0.53±0.041)

PI3K激活剂组 0.73±0.062) 0.81±0.052) 0.78±0.062) 0.88±0.012)

淫羊藿苷组 0.71±0.082) 0.84±0.062) 0.81±0.072) 0.86±0.062)

淫羊藿苷+PI3K抑制剂组 0.50±0.063) 0.62±0.043) 0.44±0.053) 0.59±0.073)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;3)与淫羊藿苷组比较,P<0.05。

2.8 各组人骨髓间充质干细胞中成脂相关基因表达

检测

如表7所示,与对照组比较,模型组PPARγ和C/

EBPα基因表达水平显著升高,差异有统计学意义

(P<0.05);与模型组比较,PI3K激活剂组和淫羊藿

苷组PPARγ和C/EBPα基因表达水平显著下降,差
异有统计学意义(P<0.05);与淫羊藿苷组比较,淫羊

藿苷+PI3K抑制剂组PPARγ和C/EBPα基因表达

水平显著升高,差异有统计学意义(P<0.05)。
表7 各组成脂相关基因相对表达水平比较(n=6,x±s)

组别 PPARγ C/EBPα
对照组 0.95±0.04 0.89±0.09
模型组 1.54±0.101) 1.26±0.061)

PI3K激活剂组 1.06±0.072) 0.97±0.052)

淫羊藿苷组 1.04±0.082) 0.99±0.082)

淫羊藿苷+PI3K抑制剂组 1.17±0.063) 1.08±0.073)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;

3)与淫羊藿苷组比较,P<0.05。

2.9 各组人骨髓间充质干细胞中与PI3K/AKT通路

有关蛋白表达比较

如图5和表8所示,与对照组比较,模型组p-
PI3K/PI3K、p-AKT/AKT和Bcl-2蛋白表达明显降

低,促凋亡蛋白表达水平显著升高,差异有统计学意

义(P<0.05);与模型组比较,PI3K激活剂组和淫羊

藿苷组各蛋白表达水平呈相反趋势显著变化,差异有

统计学意义(P<0.05);与淫羊藿苷组比较,淫羊藿

苷+PI3K抑制剂组PI3K、AKT磷酸化水平降低,促
凋亡 蛋 白 表 达 量 增 加,差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。

图5 各组人骨髓间充质干细胞中PI3K/AKT
通路蛋白条带

表8 各组人骨髓间充质干细胞中PI3K/AKT通路蛋白表达量比较(n=6,x±s)

组别 p-PI3K/PI3K p-AKT/AKT Bcl-2 Caspase3 Bax
对照组 0.91±0.06 0.87±0.07 0.82±0.05 0.35±0.02 0.24±0.01
模型组 0.58±0.061) 0.46±0.051) 0.31±0.021) 0.98±0.081) 0.79±0.081)

PI3K激活剂组 0.86±0.072) 0.79±0.062) 0.69±0.082) 0.49±0.052) 0.33±0.052)

淫羊藿苷组 0.88±0.052) 0.76±0.082) 0.70±0.062) 0.51±0.062) 0.35±0.042)

淫羊藿苷+PI3K抑制剂组 0.67±0.053) 0.55±0.063) 0.45±0.063) 0.67±0.083) 0.60±0.073)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与模型组比较,P<0.05;3)与淫羊藿苷组比较,P<0.05。
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3 讨论

激素性股骨头坏死是许多病患使用类固醇后的常

见并发症,导致激素性股骨头坏死的病理机制有很多,
如成骨和成脂分化之间的失衡、凝血功能障碍、细胞凋

亡障碍等。骨髓间充质干细胞是一种广泛的多功能细

胞,是成骨细胞和脂肪细胞的常见祖细胞,通过其成骨

分化能力在骨坏死修复中发挥重要的作用[10]。既往

研究表明[11]骨髓间充质干细胞是激素性股骨头坏死

的关键调控细胞,骨髓间充质干细胞成骨分化能力的

变化与激素性股骨头坏死密切相关。因此,调节骨髓

间充质干细胞增殖和成骨分化对于预防和治疗激素性

股骨头坏死至关重要。近年来淫羊藿苷因其广泛的药

理活性被广泛应用于骨疾病(如骨质疏松、骨关节炎)
的治疗。已有研究表明[12-13]淫羊藿苷能够促进骨髓间

充质干细胞增殖和分化、抑制骨髓间充质干细胞凋亡,
改善衰老的骨髓间充质干细胞/骨质疏松症小鼠骨髓

间充质干细胞损伤。但关于淫羊藿苷改善骨髓间充质

干细胞的具体作用机制还不清楚。
骨髓间充质干细胞是一种能分化为多种细胞系的

多能性细胞,其成骨和成脂分化在生理状态下保持动

态平衡;但这种平衡会被类固醇破坏,使骨髓间充质干

细胞向成骨分化减弱,从而加重骨质疏松、股骨头坏死

等疾病[14-15]。促进骨髓间充质干细胞成骨和成脂分化

的因子有很多,其中Runx2是成骨过程中的关键转录

因子,受BMP-2调控;BMP-2能够促进骨髓间充质干

细胞向成骨细胞方向分化[16];PPARγ是脂肪形成的

主调节因子,具有抗成骨作用;C/EBPα是成脂分化过

程中必不可少的调控因子[17]。相关研究显示[18]糖皮

质激素诱导的骨髓间充质干细胞凋亡增加;激素性股

骨头坏死患者骨髓间充质干细胞的成骨分化能力和增

殖力降低,而成脂分化能力增强[19]。本研究中地塞米

松诱导的人骨髓间充质干细胞成骨因子基因表达水平

及Bcl2蛋白表达量降低,成脂因子基因表达水平及

Caspase3和Bax蛋白表达量升高,说明人骨髓间充质

干细胞的成骨分化能力降低、成脂分化能力增强,可能

存在细胞凋亡增多现象。经淫羊藿苷干预细胞后,成
骨因子表达水平及Bcl2蛋白表达量升高,成脂因子

表达水平及Caspase3和Bax蛋白表达量降低;此外

茜素红染色和油红染色也显示钙化结节增多、脂滴减

少,说明淫羊藿苷可促进人骨髓间充质干细胞的成骨

分化,抑制成脂分化和细胞凋亡。

P13K/AKT通路介导多种疾病的发生和发展,对
细胞增殖分化发挥重要调节作用。网络药理学研究表

明[20]通过激活 P13K/AKT 通路可以促进骨形成。

P13K/AKT通路的激活可以改善成骨细胞损伤(如成

骨细胞焦亡)、促进成骨细胞增殖分化[21],还可促进骨

髓间充质干细胞成骨和抑制脂肪生成,调 节 骨 代

谢[22]。本研究结果显示地塞米松诱导的人骨髓间充

质干细胞中p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT磷酸化水平

降低,提示P13K/AKT通路活性下降;而经淫羊藿苷

干预后p-PI3K/PI3K、p-AKT/AKT 磷酸化水 平 升

高,P13K/AKT通路活性增强,同时人骨髓间充质干

细胞成骨能力增强、成脂能力减弱,推测淫羊藿苷促进

成骨、抑制成脂的作用与P13K/AKT通路活性有关。
为了验证以上推测,本研究以740YP(PI3K激活剂)
干预细胞后发现,人骨髓间充质干细胞的成骨能力增

强、成脂能力减弱。而在淫羊藿苷干预细胞的基础上

加入 LY294002(PI3K 抑 制 剂)发 现,淫 羊 藿 苷 对

P13K/AKT通路的激活作用被LY294002所抑制,人
骨髓间充质干细胞的成骨能力减弱、成脂能力增强。
以上回补实验进一步说明了淫羊藿苷促进人骨髓间充

质干细胞成骨分化、抑制成脂分化的调 节 作 用 与

P13K/AKT通路的激活有关。
综上所述,淫羊藿苷可能通过激活P13K/AKT

通路提高人骨髓间充质干细胞的增殖能力,同时促进

成骨分化、抑制成脂分化。但本研究仅从细胞层面说

明淫羊藿苷的功效,并未在动物机体上进行实验,后续

可通过动物实验进一步加深对淫羊藿苷的认识。
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