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淫羊藿苷促骨髓间充质干细胞骨向分化的实验研究
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[摘要] 目的:探讨淫羊藿苷在促骨髓间充质干细胞骨向分化过程中对单磷酸腺苷活化蛋白激酶

(AMPK)/沉默信息调节因子2同系物1(SIRT1)/氧化物酶体增殖物激活受体γ共激活剂-1α(PGC1α)
通路的影响。方法:以第3代骨髓间充质干细胞细胞为研究对象,将其分为对照组(正常培养)、骨向诱

导组(在2mmol/LL-谷氨酰胺、100nmol/L地塞米松、10mmol/Lβ-甘油磷酸酯、50μmol/LL-抗坏血

酸-2-磷酸脂中进行骨向诱导)、淫羊藿苷低、中、高剂量组(在骨向诱导的 基 础 上 添 加0.01,0.10,

1.00μmol/L的淫羊藿苷)、抑制剂组(在淫羊藿苷高剂量组的基础上添加10μmol/LAMPK抑制剂

CompoundC)。CCK-8法检测细胞增殖;茜素红染色检测细胞矿化能力;ELISA试剂盒检测细胞中碱

性磷酸酶(ALP)的表达;WesternBlot法检测细胞中骨形态发生蛋白-2(BMP-2)、骨保护素(OPN)和

AMPK/SIRT1/PGC1α通路蛋白表达。结果:对照组无矿化结节形成;骨向诱导组有明显的矿化结节;
淫羊藿苷低、中、高剂量组矿化结节直径变大,染色变深,数量增多;抑制剂组矿化结节颜色变浅,结节变

少。骨向诱导组OD450值、ALP、BMP-2、OPG、p-AMPK/AMPK、SIRT1、PGC1α表达高于对照组(P<
0.05);淫羊藿苷低、中、高剂量组OD450值、ALP、BMP-2、OPG、p-AMPK/AMPK、SIRT1、PGC1α表达

高于骨向诱导组(P<0.05);抑制剂组OD450值、ALP、BMP-2、OPG、p-AMPK/AMPK、SIRT1、PGC1α
表达低于淫羊藿苷高剂量组(P<0.05)。结论:淫羊藿苷可以促进骨髓间充质干细胞的骨向分化,其机

制可能是通过激活AMPK/SIRT1/PGC1α通路实现的。
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Abstract Objective:Toinvestigatetheeffectoficariinontheadenosine monophosphateactivatedproteinkinase
(AMPK)/silentinformationregulatoryfactor2homolog1 (SIRT1)/peroxisomeproliferatoractivatedreceptor-γco-
activator-1α(PGC1α)pathwayinpromotingosteogenicdifferentiationofbonemarrowmesenchymalstemcells.Methods:

Thethirdgenerationbonemarrowmesenchymalstemcellswereassignedintocontrolgroup(normalculture),osteogenic
inductiongroup(osteogenicinductionin2mmol/LL-glutamine,100nmol/Ldexamethasone,10mmol/Lβ-glycerophos-

phate,50μmol/LL-ascorbate-2-phosphate),icariinlow,mediumandhighdosesgroups(adding0.01,0.10,1.00μmol/L
icariinonthebasisofosteogenicinduction),andinhibitor

group(adding10μmol/LAMPKinhibitorcompoundCon
thebasisoficariinhighdosegroup).CCK-8methodwas
appliedtodetecttheproliferationofcell.Alizarinredstaining
wasappliedtodetectthemineralizationabilityofcell.ELISA
kitwasappliedtodetecttheexpressionofalkalinephospha-
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tase(ALP)incell.WesternBlotwasappliedtodetecttheexpressionofbonemorphogeniceprotein-2(BMP-2),osteopro-
tegerin(OPN),andAMPK/SIRT1/PGC1αpathwayproteinsincell.Results:Nomineralizednoduleswereformedinthe
controlgroup;theosteogenicinductiongrouphadobviousmineralizednodules;thediameter,stainingdepth,andquantityof
mineralizednodulesincreasedintheicariinlow,mediumandhighdosesgroup,whilethecolorofmineralizednodulesre-
ducedandthenumberofnodulesdecreasedintheinhibitorgroup.TheOD450value,ALP,BMP-2,OPG,p-AMPK/AMPK,

SIRT1,andPGC1αexpressionintheosteogenicinductiongroupwerehigherthanthoseinthecontrolgroup(P<0.05).
TheOD450value,ALP,BMP-2,OPG,p-AMPK/AMPK,SIRT1,andPGC1αexpressionintheicariinlow,mediumandhigh
dosesgroupwerehigherthanthoseintheosteogenicinductiongroup(P<0.05).TheOD450value,ALP,BMP-2,OPG,p-
AMPK/AMPK,SIRT1,andPGC1αexpressionintheinhibitorgroupwerelowerthanthoseinthehighdosesgroup(P<
0.05).Conclusion:Icariincanpromoteosteogenicdifferentiationofbonemarrowmesenchymalstemcells,whichmaybea-
chievedbyactivatingtheAMPK/SIRT1/PGC1αpathway.
Keywords: icariin;bonemarrowmesenchymalstemcells;osteogenicdifferentiation;adenosinemonophosphateactivated

proteinkinase;silentinformationregulatoryfactor2homolog1;peroxisomeproliferatoractivatedreceptor-γco-activator-1α

  骨质疏松症(OP)是一种代谢性疾病,导致骨骼脆

弱,骨折风险增加[1];在衰老过程中,骨髓间充质干细

胞分化为成骨细胞的能力降低,从而导致与年龄相关

的骨质流失[2],目前尚无治愈骨质疏松症的方法[3]。
单磷酸腺苷活化蛋白激酶(AMPK)可以通过增强沉

默信息调节因子2同系物1(SIRT1)介导的氧化物酶

体增殖物激活受体γ共激活剂-1α(PGC1α)去乙酰化

来刺激PGC1α活性,其信号通路的激活可以抑制骨质

疏松症[4-5]。淫羊藿苷通过促进成骨细胞生成,抑制破

骨细胞生成,具有抗骨质疏松症作用[6]。本研究探讨

淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞骨向分化过程中的可能

作用机制,现报告如下。

1 材料和方法

1.1 实验细胞

人骨髓间充质干细胞(货号为 YS7886C)购自上

海雅吉生物科技有限公司。

1.2 主要试剂材料

人骨髓间充质干细胞(P3)完全培养基(货号为

JK_C1661,上海晶抗生物工程有限公司);淫羊藿苷

(货号为 wlb1623,上 海 瓦 兰 生 物 科 技 有 限 公 司);

AMPK抑制剂CompoundC(货号为 US1171260,上
海易汇生物科技有限公司);增强型ECL化学发光检

测试剂盒(货号为XY-3502-1,上海信裕生物科技有限

公司);CCK-8细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒(货号

为GK3607,上海圻明生物科技有限公司);茜素红S
染色试剂盒(货号为 HZ121105,上海沪震实业有限公

司);BCA蛋白浓度测定试剂盒(货号为BN27109,北
京拜尔迪生物技术有限公司);人碱性磷酸酶(ALP)

ELISA试剂盒(货号为EKU10514,艾美捷科技有限

公司);GAPDH、骨形态发生蛋白-2(BMP-2)、骨保护

素(OPG)、p-AMPK、AMPK、SIRT1、PGC1α、HRP
(货号分别为ab9485、ab284387、ab183910、ab133448、

ab32047、ab32441、ab191838、ab2057199,英国 Abcam
公司)。

1.3 实验仪器

倒置显微镜(型号为 MHIF2000,广州市明慧科技

有限公司);酶标仪(型号为DEL-100,杭州米欧仪器

有限公司)。

1.4 细胞培养与分组

以第3代骨髓间充质干细胞为研究对象,将其分为

对照组(正常培养)、骨向诱导组(在2mmol/LL-谷氨酰

胺、100nmol/L地塞米松、10mmol/Lβ-甘油磷酸酯、

50μmol/LL-抗坏血酸-2-磷酸脂中进行骨向诱导[7])、
淫羊藿苷低、中、高剂量组(在骨向诱导的基础上添加

0.01,0.10,1.00μmol/L淫羊藿苷[8])、抑制剂组(在淫

羊藿苷高剂量组的基础上添加10μmol/LAMPK抑制

剂CompoundC[9])。每组实验重复3次,每次2个平行

实验。

1.5 指标检测

1.5.1 CCK-8法检测细胞增殖 将1×104个骨髓间

充质干细胞按分组接种于96孔板中进行干预,用含有

10μLCCK-8试剂的新鲜培养基更新培养基,37℃下孵

育4h,用酶标仪检测450nm处的光密度(OD450)。

1.5.2 茜素红染色检测细胞矿化能力 将骨髓间充

质干细胞在6孔板中培养2周,PBS洗涤3次后,将收

获的细胞在4%多聚甲醛中固定20min,用PBS洗涤

3次,用茜素红在室温下染色10min,在显微镜下进行

观察,检测细胞的矿化能力。

1.5.3 ELISA试剂盒检测骨髓间充质干细胞中碱性

磷酸酶的表达 收集骨髓间充质干细胞离心取上清

液,用碱性磷酸酶ELISA试剂盒,将上清液样本和不

同浓度稀释的碱性磷酸酶标准品加入96孔板中,按说

明书进行操作,于酶标仪450nm处测定吸光度,绘制

碱性磷酸酶的标准品曲线,将样本孔吸光度代入,计算
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骨髓间充质干细胞中碱性磷酸酶的表达。

1.5.4 WesternBlot法检测细胞中BMP-2、OPG和

AMPK/SIRT1/PGC1α通路蛋白表达 总蛋白用含

有蛋白酶抑制剂的RIPA缓冲液在冰上提取,用BCA
蛋白分析试剂测定蛋白浓度,总蛋白(30μg)采用

10%SDS-PAGE分离,然后转移到PVDF膜,用5%
脱脂牛奶在室温下封闭膜1h,与GAPDH(1∶2500)、

BMP-2(1∶1000)、OPG(1∶500)、p-AMPK(1∶1000)、

AMPK(1∶1000)、SIRT1(1∶20000)、PGC1α(1∶
1000)一抗4℃下孵育12h后,用TBST洗脱,与二

抗(1∶2000)孵育1h。用增强型ECL试剂盒来可视

化蛋白质,并用ImageJ软件进行分析,测定骨髓间充

质干细胞中BMP-2、OPG、p-AMPK/AMPK、SIRT1、

PGC1α蛋白表达水平。

1.6 统计学方法

采用SPSS23.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s形式表示,单因素方差分析用于多组间比较,进一步

两两比较行SNK-q检验,P<0.05差异有统计学意义。

2 结果

2.1 淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞增殖的影响

骨向诱导组 OD450值高于对照组,差异有统计学

意义(P<0.05);淫羊藿苷低、中、高剂量组OD450值高

于骨向诱导组,差异有统计学意义(P<0.05);抑制剂

组OD450值低于淫羊藿苷高剂量组,差异有统计学意

义(P<0.05),见表1。
表1 淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞增殖的影响(n=6,x±s)

组别 OD450值
对照组 0.23±0.07

骨向诱导组 0.47±0.081)

淫羊藿苷低剂量组 0.69±0.092)

淫羊藿苷中剂量组 0.94±0.102)3)

淫羊藿苷高剂量组 1.05±0.112)3)4)

抑制剂组 0.42±0.075)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与骨向诱导组比较,P<
0.05;3)与淫羊藿苷低剂量组比较,P<0.05;4)与淫羊藿苷中

剂量组比较,P<0.05;5)与淫羊藿苷高剂量组比较,P<0.05。

2.2 淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞矿化能力的影响

对照组无矿化结节形成;骨向诱导组有明显的矿

化结节;淫羊藿苷低、中、高剂量组矿化结节直径变大,
染色变深,数量增多;抑制剂组矿化结节颜色变浅,结
节变少,见图1。

图1 茜素红染色检测骨髓间充质干细胞矿化能力(×200)

2.3 淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞中碱性磷酸酶表

达的影响

骨向诱导组碱性磷酸酶表达高于对照组,差异有

统计学意义(P<0.05);淫羊藿苷低、中、高剂量组碱

性磷酸酶表达高于骨向诱导组,差异有统计学意义

(P<0.05);抑制剂组碱性磷酸酶表达低于淫羊藿苷

高剂量组,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。

2.4 淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞中BMP-2、OPG
蛋白表达的影响

骨向诱导组BMP-2、OPG蛋白表达高于对照组,
差异有统计学意义(P<0.05);淫羊藿苷低、中、高剂

量组中BMP-2、OPG蛋白表达高于骨向诱导组,差异

有统计学意义(P<0.05);抑制剂组BMP-2、OPG蛋

白表达低于淫羊藿苷高剂量组,差异有统计学意义

(P<0.05),见图2及表3。
表2 淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞中碱性磷酸酶

表达的影响(n=6,x±s)

组别 碱性磷酸酶/(U·mg-1)
对照组 23.15±4.31

骨向诱导组 36.84±7.861)

淫羊藿苷低剂量组 48.29±5.272)

淫羊藿苷中剂量组 50.34±6.032)3)

淫羊藿苷高剂量组 68.71±6.952)3)4)

抑制剂组 43.56±5.045)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与骨向诱导组比较,P<
0.05;3)与淫羊藿苷低剂量组比较,P<0.05;4)与淫羊藿苷中

剂量组比较,P<0.05;5)与淫羊藿苷高剂量组比较,P<0.05。
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图2 WesternBlot法检测骨髓间充质干细胞中BMP-2、OPG蛋白表达

表3 淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞中BMP-2、

OPG蛋白表达的影响(n=6,x±s)

组别 BMP-2 OPG
对照组 0.19±0.06 0.31±0.10 

骨向诱导组 0.42±0.071) 0.52±0.111)

淫羊藿苷低剂量组 0.75±0.092) 0.79±0.132)

淫羊藿苷中剂量组 0.98±0.102)3) 1.03±0.142)3)

淫羊藿苷高剂量组 1.27±0.132)3)4) 1.38±0.152)3)4)

抑制剂组 0.64±0.085) 0.70±0.125)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与骨向诱导组比较,P<0.05;
3)与淫羊藿苷低剂量组比较,P<0.05;4)与淫羊藿苷中剂量组

比较,P<0.05;5)与淫羊藿苷高剂量组比较,P<0.05。

2.5 淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞中p-AMPK、

AMPK、SIRT1、PGC1α蛋白表达的影响

骨向诱导组p-AMPK/AMPK、SIRT1、PGC1α蛋

白表达高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05);淫
羊藿苷低、中、高剂量组中p-AMPK/AMPK、SIRT1、

PGC1α蛋白表达高于骨向诱导组,差异有统计学意义

(P<0.05);抑 制 剂 组 p-AMPK/AMPK、SIRT1、

PGC1α蛋白表达低于淫羊藿苷高剂量组,差异有统计

学意义(P<0.05),见图3及表4。

图3 WesternBlot法检测骨髓间充质干细胞中p-AMPK、AMPK、SIRT1、PGC1α蛋白表达

表4 淫羊藿苷对骨髓间充质干细胞中p-AMPK、AMPK、SIRT1、PGC1α蛋白表达的影响(n=6,x±s)

组别 p-AMPK/AMPK SIRT1 PGC1α
对照组 0.52±0.13 0.20±0.06 0.43±0.09

骨向诱导组 0.73±0.141) 0.41±0.071) 0.67±0.101)

淫羊藿苷低剂量组 0.94±0.162) 0.63±0.092) 0.90±0.122)

淫羊藿苷中剂量组 1.18±0.172)3) 0.85±0.102)3) 1.15±0.132)3)

淫羊藿苷高剂量组 1.41±0.182)3)4) 1.09±0.112)3)4) 1.33±0.142)3)4)

抑制剂组 0.87±0.155) 0.53±0.085) 0.88±0.115)

注:1)与对照组比较,P<0.05;2)与骨向诱导组比较,P<0.05;3)与淫羊藿苷低剂量组比较,P<0.05;4)与淫羊藿苷中剂量组比

较,P<0.05;5)与淫羊藿苷高剂量组比较,P<0.05。
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3 讨论

  骨稳态是通过破骨细胞的骨吸收和成骨细胞的骨

形成之间的平衡来维持的,以维持正常的结构和功能,
当这种平衡被破坏时,就会发生骨质疏松症[10-11]。成

骨细胞主要来源于骨髓间充质干细胞,其成骨分化对

改善骨质疏松症至关重要,分化后的细胞是调节细胞

成骨过程的重要效应因子,也是调节细胞外基质和导

致矿化的关键原因[12]。因此,促进骨髓间充质干细胞

的成骨分化对骨质疏松症治疗具有重要的临床意义,
探讨相关的作用靶点和新药物,对提高骨质疏松症的

临床治疗效能至关重要。本研究通过骨向诱导骨髓间

充质干细胞,发现细胞增殖能力增强,成骨指标表达升

高,矿化结节直径变大,数量增多,提示成骨诱导骨髓

间充质干细胞可以增强细胞的活性,促进成骨分化。

AMPK可以通过增加细胞烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸(NAD)水平来增强SIRT1活性,从而调控SIRT1
下游靶点PGC1α的去乙酰化和活性,参与细胞内能量

代谢和骨代谢[13]。Liu等[14]发现丹酚酸C通过激活

AMPK/SIRT1通路促进骨质疏松症大鼠骨髓间充质

干细胞的成骨分化,改善大鼠的血清和尿液生化代谢

以及骨组织病理改变,治疗骨质疏松症有效。Huang
等[15]发现,烟酰胺单核苷酸通过激活SIRT1/PGC1α
信号通路减弱糖皮质激素诱导的成骨抑制。安方玉

等[16]发现藤黄健骨胶囊可以抑制绝经后骨质疏松症

大鼠的成骨细胞凋亡,其机制可能是调控 SIRT1/

PGC1α信号通路实现的。Gu等[17]发现敲除肌生长抑

制素通过抑制骨骼肌中 AMPK/SIRT1/PGC1α通路

影响线粒体功能,进而影响骨骼肌质量。Xiao等[5]发

现过表达STK11通过激活AMPK/SIRT1/PGC1α信

号通路抑制糖皮质激素诱导的骨质疏松症。本研究发

现在骨向诱导骨髓间充质干细胞中,AMPK/SIRT1/

PGC1α信号通路被激活,提示AMPK/SIRT1/PGC1α
信号通路可以促进骨髓间充质干细胞的活性和成骨分

化,可以作为骨质疏松症的潜在治疗靶点。
淫羊藿广泛应用于增强性功能、提高免疫力、抗

癌、抗衰老等方面,淫羊藿苷是从淫羊藿中分离出来的

主要活性成分,淫羊藿经消化后主要代谢为淫羊藿苷。
来自体外和体内研究的数据表明,淫羊藿苷具有多种

生物活性,如抗肿瘤、神经保护、抗氧化、激素调节、免
疫功能调节、抗炎等特性,此外,淫羊藿苷在多种年龄

依赖性疾病中发挥有益作用[18]。Si等[19]发现淫羊藿

苷通过Cullin3/Nrf2/OH 通路抑制破骨细胞活性和

氧化应激反应,改善去卵巢大鼠的骨质疏松症。Liu
等[20]发现淫羊藿苷通过下调 mTOR/自噬途径,促进

骨髓间充质干细胞成骨分化,抑制骨吸收,改善生酮饮

食相关骨质疏松症,可以作为生酮饮食诱导的骨质流

失的替代疗法。Huang等[21]发现淫羊藿苷可通过调

节EphB4/Ephrin-B2通路的平衡,增加糖皮质激素诱

导的骨小梁的密度来改善骨质疏松症。Jin等[22]发

现,淫羊藿苷上调甲基转移酶样14介导的脯氨酰4-羟
化酶β亚基m6A修饰,促进骨髓间充质干细胞的成骨

分化,减缓骨质疏松症大鼠的疾病进展。本研究发现

采用淫羊藿苷处理骨向诱导骨髓间充质干细胞时,细
胞增殖能力增强,矿化结节增多,成骨指标表达升高,
提示淫羊藿苷可以促进骨髓间充质干细胞的成骨分

化,可能是骨质疏松症的潜在治疗靶点。进一步研究

表明,AMPK抑制剂可以逆转淫羊藿苷的作用效能,
提示淫羊藿苷通过激活 AMPK/SIRT1/PGC1α信号

通路,促进骨髓间充质干细胞的骨向分化,从而抑制骨

质疏松症的进展。
综上所述,淫羊藿苷可以促进骨髓间充质干细胞

的骨向分化,其机制可能是通过激活AMPK/SIRT1/

PGC1α通路实现的。然而,本研究局限于细胞实验和

AMPK/SIRT1/PGC1α信号通路,后续研究将完善实

验方案,深入研究其发生的可能机制。
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