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#$无锡市青年医学重点人才项目%编号!

;9<%5::
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博士青年课题%编号!
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&
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%
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&

通讯作者!王建伟
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!
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!
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芒柄花素抑制 <Q9GT诱导破骨细胞分化的

实验研究

洪一波 :

!姜宏 :

!王建伟 !

!俞鹏飞 :

!尤武林 !

%

:3

南京中医药大学附属苏州市中医医院'江苏 苏州
!:>""U

$

!3

南中医药大学附属无锡市中医医院'江苏 无锡

!:V5W:

&

!摘要" 目的! 建立
<Q9GT

诱导的破骨细胞体外研究模型" 阐述活血化瘀中药鸡血藤有效组分芒柄花素#

X.,Y

2.(.(E-'(

"

A+

$调控小鼠骨髓单核
Z

巨噬细胞%

[DDI

&向破骨细胞分化和功能的影响"探讨其抑制破骨细胞分化的分子

机制' 方法!取
!"

只
V\=

周龄清洁级
%>W ] [T=

小鼠"雌雄各
:5

只"体重#

!5^!

&

C

"无菌条件下分离出股骨和胫骨内

[DDI

"用
!ZDMD

培养基进行体外培养和增殖'

[DDI

在加入
DZ%_A

和不同浓度的芒柄花素#

>\>5 "D

&分别培养
V B

后进行细胞增殖与毒性的
%%G@

检测' 将生长状态良好的
[DDI

依次加入
DZ%_A

和
<Q9GT

诱导破骨细胞分化"对

照组无特殊处理"

`D_+

对照组加入
`D_+

溶剂"各观察组分别加入不同浓度芒柄花素#

:\!5 "D

&"分别进行培养
= B

后进行抗酒石酸酸性磷酸酶#

0<QJ

&染色"对破骨细胞的进行计数和统计分析' 分别在破骨细胞培养的
:

(

! B

收取总

蛋白和磷酸化蛋白"

PEI-E,( a7.-

检测破骨细胞分化中关键转录因子
9AQ0F:

和
FZA.I

的表达以及磷酸化蛋白
M<G

表

达)在培养的
V B

提取
<9Q

"

<E)7Z0'2E J%<

检测破骨细胞相关基因
%0_G

(

0<QJ

(

DDJU

和
%),!

的活性' 结果!

%%G@

检测结果提示芒柄花素能够剂量依赖性地抑制
[DDI

的活性" 在
!!5 "D

的安全浓度范围内对
[DDI

细胞生长无明

显毒性效应#

!b58!W@c585>

&'

0<QJ

染色结果发现芒柄花素在#

:\!5 "D

&浓度范围内能够剂量依赖性的抑制破骨细胞

的生成"尤其是
:5 "D

能够显著抑制破骨细胞的生成#

!b58555d585>

&'

PEI-E,( a7.-

检测表明芒柄花素#

:5 "D

&能显著

抑制破骨细胞分化关键蛋白
9AQ0F:

和
FZA.I

的表达"而对磷酸化蛋白
M<G

的表达未见明显的作用' 在破骨细胞功

能上"

<E)7Z0'2E J%<

检测芒柄花素#

:5 "D

&能著抑制破骨细胞功能相关基因
%0_G

#

!b58555d585>

&(

0<QJ

#

!b58555d

585>

&(

DDJU

#

!b58555d585>

&和
%),!

#

!b58555d585>

&的表达' 结论!鸡血藤有效组分芒柄花素能够抑制原代骨髓单核
Z

巨噬细胞向破骨细胞增殖和分化"并下调破骨细胞骨吸收功能相关蛋白和基因的表达"可能是其防治股骨头坏死中骨

破坏及塌陷的机制之一'

!关键词" 芒柄花素) 骨髓
Z

单核巨噬细胞) 破骨细胞生成) 抗酒石酸酸性磷酸酶

中图分类号!

<Z$$!

!"#

!

:58$U=U ] K8'II(8:55$Z55$V8!5!585:85:!

开放科学#资源服务$标识码#

"$#%

$!
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'
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!

0. EI-)a7'I& -&E '( L'-,. I-1BH 2.BE7 .X .I-E.F7)I-I '(B1FEB aH <Q9GT

'

-. E7)a.,)-E -&E EXXEF- .X

X.,2.(.(E-'(

%

A+

&'

)( EXXEF-'LE F.2/.(E(- .X %)17'I _/)-&.7.a'

'

.( -&E B'XXE,E(-')-'.( )(B X1(F-'.( .X a.(E 2),,.S 2.(.(1Y

F7E), 2)F,./&)CEI

%

[DDI

&

'(-. .I-E.F7)I-I

'

)(B -. Ee/7.,E -&E 2.7EF17), 2EF&)('I2 .X '-I '(&'a'-'.(8 E).6531

!

0&E [DDI '(

XE21, )(B -'a') SE,E 'I.7)-EB X,.2 !5 F7E)( %>W ] [T= 2'FE .X V -. = SEEfI .7B

'

#5 2)7EI )(B #5 XE2)7EI

'

E)F& SE'C&'(C

%

!5^

!

&

C8 0&E [DDI '( XE21, )(B -'a') SE,E F17-1,EB )(B /,.7'XE,)-EB '( L'-,. S'-& !ZDMD 2EB'128 [DDI SE,E F17-1,EB S'-& DZ

%_A )(B B'XXE,E(- F.(FE(-,)-'.(I .X )(-&.FH)('(

%

> -. >5 "2

&

,EI/EF-'LE7H X., V B)HI

'

)(B %%G@ .X FE77 /,.7'XE,)-'.( )(B -.e'FY

'-H S)I BE-EF-EB8 [DDI '( C..B C,.S-& F.(B'-'.( SE,E )BBEB -. DZ%_A )(B <Q9GT -. '(B1FE .I-E.F7)I- B'XXE,E(-')-'.( '( -1,(8

0&E,E S)I (. I/EF')7 -,E)-2E(- '( -&E F.(-,.7 C,.1/8 `D_+ S)I )BBEB -. -&E F.(-,.7 C,.1/ S'-& `D_+ I.7LE(-8 M)F& .aIE,L)Y

-'.( C,.1/ S)I )BBEB S'-& B'XXE,E(- F.(FE(-,)-'.(I .X )S()I'(

%

# -. !5 "2

&

8 QX-E, = B)HI .X F17-1,E

'

-&E .I-E.F7)I-I SE,E F.1(-Y

EB )(B I-)-'I-'F)77H )()7HgEB8 0&E Ee/,EII'.( .X 9AQ0F#

'

F A.I )(B M<G

'

-&E fEH -,)(IF,'/-'.( X)F-.,I '( .I-E.F7)I- B'XXE,E(-')Y
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股骨头坏死 !

.;-<.(<=,.;'; .> ><2.,)7 &<)?

"

+9@A

#又称股骨头缺血性坏死!

)B);=17), (<=,.;';

"

C69

$"是临床上骨伤科常见的疾病% 股骨头坏死常

伴随骨细胞坏死吸收"随后发生修复再生"继而造成

股骨头结构破坏&塌陷等一系列病理变化'

:D!

(

% 吸收

与再生过程通过破骨细胞与成骨细胞的作用来实

现"其病理机制是骨吸收和再生的过程失衡"骨吸收

速率超过骨生成"最终导致骨量丢失'

$

(

% 随着股骨头

坏死发病率的不断上升" 早期明确诊断采取保髋治

疗是理想目标'

E

(

% 我国新版临床诊疗规范中强调了

中药防治
+9@A

的重要性" 并以活血化瘀为基本防

治大法'

F

(

% 近年来中药单体组分的研究已成为热点"

鸡血藤是临床治疗
+9@A

常用的活血化瘀中药"其

重要活性成分芒柄花素)

>.,2.(.(<-'(

"

@+

$已被证实

能够刺激成骨细胞的生成"从而增加骨量"改善骨结

构'

GDH

(

"但目前罕有文献报道其对破骨细胞作用的机

制研究% 为进一步探索该中药单体对
+9@A

中骨破

坏塌陷的相关作用"本研究拟应用原代骨髓
D

单核巨

噬细胞!

I.(< 2),,.J 2)=,./&)K<;

"

LMM;

$诱导的破

骨细胞培养模型" 检测鸡血藤单体组分芒柄花素对

破骨细胞分化的调控"分别应用
N<;-<,( L7.-

和
O0D

P%O

等技术" 研究芒柄花素对破骨细胞分化相关指

标表达的影响" 探讨其防治股骨头坏死骨破坏的作

用机制"为临床治疗股骨头坏死提供实验依据%

!

材料与方法

!" !

实验动物

!4

只清洁级
EQG

周龄
%FH R LSG

小鼠雌雄各

:"

只"体重!

!"T!

$

K

"由上海杰斯捷实验动物中心提

供"许可证号*

U%VW

)沪$

!":XD"""E

% 在下列条件饲

养*室内温度
!EQ!G Y

"相对湿度
FFZQG5Z

"每小时

换风
#!

次"光照条件
#![:! &

昼夜自动控制循环%

!" #

药物制备

芒柄花素)纯度
!\XZ

$标准品购买于江苏永健

医药公司)苏州"中国$"批号*

:55$\5

%称取
:5 2K

芒

柄花素"加入
:8HG 27

二甲基亚砜)

]'2<-&^7 ;17>._`

'?<

"

]MU+

$溶剂"配制母液的浓度
!85a:5

E

!M

"然后

58!! !M

过滤后
DX5 Y

保存使用%

!" $

相关试剂和仪器

%%WX

细胞增殖活力试剂盒)碧云天"中国$+细

胞胎牛血清)

Lb

"中国$+

"DMcM

培养液)

L'.;<,)

"法

国 $+

MD%U@

和
OC9WS

)

PcPO+0c%A

"美国 $+抗酒

石酸酸性磷酸酶试剂盒)

U'K2)

"美国$+

9@C0=:

&

=D

@.;

和
cOW

抗体 )

U)(-) =,1d

"美国 $+

P%O

试剂盒

O9C';. O<)K<(- e'-

&

P,'2< U=,'/-0M UfLO P,<2'_ c_

0)g0M#

)宝生"中国$+组织蛋白酶
W

)

=)-&</;'( W

"

%0UW

$" 酒石酸盐酸性磷酸酶 )

-),-,)-< ,<;';-)(- )='?

/&.;/&)-);<

"

0OCP

$"金属基质蛋白酶
\

)

2)-,'_ 2<-)7

/,.-<'(

"

MMP\

$ 和碳酸酐酶 )

=),I.('= )(&^?,);<#

"

%),!

$引物)生工"中国$+青霉素和链霉素双抗)

U'K`

2)

"美国$+

L%C

蛋白定量试剂盒 )武汉博士德"中

国$% 电热恒温水浴锅)

ANU#!

型"上海睿钰"中国$+

超净工作台)

WUP#!

型"

0&<,2.

"美国$+细胞培养箱

)

$EH!

型&

X555N*

型"

0&<,2.

"美国$+高速恒温离心

机)

SCL+@hic E55O

型"

0&<,2.

"美国$+微孔板离心

机)

SM%D$555

型"

i,)(-DI'.

"英国$+电泳仪)

]iD$

型"

L'.D,)?

" 美国$+ 荧光定量
P%O

仪 )

%@V\G

型"

L'.D,)?

"美国$+显微镜)

LVF5

型"

+7^2/1;

"日本$%

!" %

体外培养小鼠骨髓单核
D

巨噬细胞)

LMM;

$

分批次每次选取
E

只
%FH R LSG

小鼠进行后续

体外实验% 将小鼠麻醉后脱颈处死"然放入
HFZ

乙

醇浸泡
#5 2'(

"无菌条件下分离出股骨和胫骨"放入

含
#Z

双抗的
PLU

溶液中清洗后" 放至生物安全柜

中用眼科剪打开股骨&胫骨两端+用
"DMcM

完全培

养液冲洗骨髓腔" 收集上清后
LMM;

铺板到
!

个直

径为
#5 =2

细胞培养皿中"在
$H Y

和
FZ%+

!

环境培

养
!E &

+收 集 培 养 皿 中 的 培 养 基 " 在
E Y

和

# F55 , R 2'(

离心条件下离心
F 2'(

" 然后弃上清液+

使用含
EE (K R 27

巨噬细胞集落刺激因子 )

2)=,./&

)K<; =.7.(^ ;-'217)-.,^ >)=-.,;

"

MDU%@

$的
"DMcM

完

全培养液重悬后计数+细胞计数仪计数后"用含
MD

-'.(

"

J<,< ?<-<=-<? I^ N<;-<,( I7.-

"

O9C J); <_-,)=-<? )- E ?)^;

"

)(? -&< )=-'B'-^ .> =-;e

"

-,)/

"

MMP\ )(? %),! J<,< ?<-<=-<?

I^ ,<)7 -'2< P%O8 &'()*+(

*

%%WX -<;- ,<;17-; ;&.J<? -&)- )J(;-<'( =.17? '(&'I'- -&< )=-'B'-^ .> LMM; '( ) ?.;<D?</<(?<(-

2)((<,

"

)(? &)? (. ;'K('>'=)(- -._'= <>><=- .( -&< K,.J-& .> I22; J'-&'( -&< ;)>< =.(=<(-,)-'.( ,)(K< .> "!5 !M

)

!j"8!HXk

"8"F

$

8 0&< ,<;17-; .> -,)/ ;-)'('(K ;&.J<? -&)- )J(;-<'( =.17? '(&'I'- .;-<.=7);- /,.?1=-'.( '( ) ?.;< ?</<(?<(- 2)((<, '( -&<

=.(=<(-,)-'.( ,)(K< .>

)

: -. !" !M

$"

<;/<=')77^ '( :" !M

)

!j"8"""l"8"F

$

8 N<;-<,( I7.- ;&.J<? -&)- :" ! 2 =.17? ;'K('>'=)(-`

7^ '(&'I'- -&< <_/,<;;'.( .> 9@C0=: )(? = @.;

"

I1- (.- -&< <_/,<;;'.( .> cOW8 b( -<,2; .> .;-<.=7);- >1(=-'.(

"

-&< <_/,<;;'.( .>

=-;e

)

!j"8"""l"8"F

$"

-,)/

)

!j"8"""l"8"F

$"

MMP\

)

!j"8"""l"8"F

$

)(? %),!

)

!j"8"""l"8"F

$

,<7)-<? -. .;-<.=7);- >1(=-'.(

J<,< ?<-<=-<? I^ ,<)7 -'2< P%O8 ,-./*)(0-.

*

0&< <>><=-'B< =.2/.(<(- .> %)17'; U/)-&.7.I' =)( '(&'I'- -&< /,.7'><,)-'.( )(?

?'>><,<(-')-'.( .> /,'2),^ 2.(.(1=7<), 2)=,./&)K<; '(-. .;-<.=7);-;

"

)(? ?.J( ,<K17)-< -&< <_/,<;;'.( .> .;-<.=7);- I.(< ,<`

;.,/-'.( ,<7)-<? /,.-<'(; )(? K<(<;

"

J&'=& 2)^ I< .(< .> -&< 2<=&)(';2; .> '-; /,<B<(-'.( )(? -,<)-2<(- .> I.(< ?<;-,1=-'.(

)(? =.77)/;< '( .;-<.(<=,.;'; .> ><2.,)7 &<)?8

12345&67 @.,2.(.(<-'(

+

L.(< 2),,.J 2)=,./&)K<;

+

+;-<.=7);-.K<(<;';

+

0),-,)-< ,<;';-)(- )='? /&.;/&)-);<

GF

" "
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表
!

破骨细胞
"#$

的引物序列

%&'() "*+,-* .-/0-12- 34 3.5-326&.5 "#$

基因 序列

;

!

<

"

=%%0>0?%>%%??%?%?>0>%=$

"

@

!

<

"

= ?0?%0%%0>%00>%0>?0%%=$

"

;

!

<

"

=%00%00%0%0>>?%>0%???0>=$

"

@

!

<

"

=%?0000>>???%0%?%?%>%%=$

"

;

!

<

"

= ?>?>??%0>>%?%??>>?%00 =$

"

@

!

<

"

= %%0%%000%?>%?%0>%?00>0 =$

"

;

!

<

"

= >?0>%00?%%%?0?0>0>>>% =$

"

@

!

<

"

= %?0?0%%000>000%%%%?>% =$

"

;

!

<

"

= >%%??>?0>>?00%?0>>>0>> =$

"

@

!

<

"

= %?>?>?%?0>?0>??>0%?>%>=$

"

;

!

<

"

= 0>00%00%%0%%%>?0>0%0 =$

"

@

!

<

"

= %%%>00>%00%%?>????0? =$

"

;

!

<

"

= 0>00%00%%0%%%>?0>0%0 =$

"

@

!

<

"

=>>?000>?%0>>?>>0%0>% =$

"

!=)A-'(

BBCD

%),!

%-EF

0@?C

9;?0A:

A=;.E

G%;

的
"=BHB

完全培养基稀释浓度#

!I

孔板按每

孔
:5 5555 J 27

铺板$放置于
$K L

%

<M

的
%+

!

的培养

箱中进行培养&

)7 8

实验药物干预与分组情况

首先检测出芒柄花素对
NBBE

细胞增殖活力的

影响$以筛选出安全浓度范围$再根据安全有效的剂

量分组进行破骨细胞培养& 本实验分为! 对照组

'

A.(-,.7 O,.1/

$

%.(

组($

"=BHB

完全培养液中仅加

入
B=%G;

培养&

PBG+

对照组'

PBG+

组($

"=BHB

加入
B=G%;

和溶剂二甲基亚砜
PBG+

培养&各观察

组用标准品母液按照分子量计算后$ 分别制备为最

终浓度为
#

%

!

%

<

%

#4

%

#<

%

!4

%

!<

%

I4

%

<4 #B

的芒柄花

素'

;+

($母液中均含有溶剂
PBG+

)以
< #B

浓度

;+

观察组'

< #B

组(为例!

"=BHB

完全培养液加入

B=G%;

以及
< #B

浓度
;+

进行培养$ 其他各浓度

;+

'

#

%

!

%

#4

%

#<

%

!4

%

!<

%

I4

%

<4 #B

(干预的观察组以

此类推&

!( 9

观察项目与方法

!( 9( !

细胞增殖和活性检测 细胞活性毒性检测

'

AQ77 A.1(-'(O F'- R

$

%%SR

(法$按照实验分组检测对

照组%

PBG+

组和各浓度芒柄花素组的细胞增殖& 将

NBBE

计数后$ 按照每孔
RT:5

$的密度种植到
DU

孔

板中$然后加入
!V B=%G;

和不同浓度芒柄花素'

<W

<5 #B

( 分别处理
I X

后$ 加入
!5 #7

的
%%SR

工作

液$离心均匀然后继续培养
: &

$在酶标仪在
I<5 (2

波长处测定其吸光值'

?I<5

($检测细胞的活性$然

后分别做统计分析$筛选出安全有效的剂量&

!( 9( :

破骨细胞的培养和鉴定
NBBE

计数后按

照每孔
RT:5

$的密度种植到
DU

孔板中$然后加入
B=

%G;

'

:5 (O Y 27

(和
@?9SZ

'

:55 (O Y 27

(进行破骨细

胞培养$ 根据安全剂量在各观察组加入不同浓度的

芒柄花素'

:

%

!

%

<

%

:5

%

:<

%

!5 #B

(分别培养
IWU X

$然

后用
:5M

甲醛室温固定
:5W!5 2'(

$然后加入
0@?C

染色试剂盒进行
0@?C

染色& 染色结束后在镜下观

察破骨细胞'

!$

核(并拍照和计数&

;( 9( <

破骨细胞分化相关蛋白的表达
NBBE

计

数后$分别按照
<85T:5

<的密度将细胞种植到
U5 22

皿中$加入
B=%G;

'

:5 (O Y 27

(和
@?9SZ

'

:55 (O Y 27

(

'对照组(或
PBG+

或芒柄花青素
:5 #B

$然后继续

培养
!I

%

IR &

$分别加入细胞裂解液$分别收取细胞

的蛋白& 同时准备同样的细胞$在细胞培养的
5

%

<

%

:5 2'(

后加入蛋白裂解液收集相关蛋白& 用
N%?

法

测量稀薄蛋白的浓度$ 制作标准蛋白后$ 按照每孔

:< #O

的蛋白标准浓度上样$ 运用
[QE-Q,( \7.-

检测

相关蛋白的表达&

!( 9( =

破骨细胞分化相关基因的表达
NBBE

计

数后$分别按照
<85T:5

<的密度将细胞种植到
U5 22

皿中$然后继续培
DU &

后收集
@9?

$测量浓度和
+P

数 值 后 $使 用
C,'2Q GA,'/- 0B G]N@ C,Q2'^ H^

0)_0B$ C%@

扩增逆转录
@9?

后$进行
C%@

检测&

引物的列表'见表
:

($本实验独立重复
$

次$每次

<

个副孔分别做
@Q)7=-'2Q C%@

检测&

!( >

统计学处理

采用
GCGG !!85

进行统计分析$定量资料采用均

数
`

标准差'!

"

!"

(表示&其中$破骨细胞的标准!

0@?C

阳性和多核'

!$

($认为是破骨细胞$按照单个视野

下的数量进行计数和分析& 统计分析采用单因素定

量资料方差分析$ 两组间比较采用
G-1XQ(-

*

E #=-QE-

$

然后进行
N.(aQ,,.('

进行校正$ 以
$b585<

为差异有

统计学意义&

:

结果

:7 ;

细胞增殖和活性检测结果

%%SR

吸光度提示芒柄花素能够剂量依赖性抑

制破骨细胞前体细胞
NBBE

的活性&

%%SR

吸光度

值!对照组
58U!Kc535<5

$

PBG+

组
53U!<c535!:

$

< #B

芒柄花素组
53U:Rc535:$

$

:5 #B

芒柄花素组!

53U5Kc

53!U5

$

!5 #B

芒柄花素组
53U5Kc535:I

$

!< #B

芒柄

花素组
53IRU c535::

$

I5 #B

芒柄花素组
53IUR c

535$:

$

<5#B

芒柄花素组
53I$Uc535U:

& 在
!<

%

I5

%

<5 #B

浓度观察组$ 与对照组相比差异有统计学意

义 '

$b535<

($ 在浓度
#!5 #B

时各观察组对
NBBE

细胞生长无明显毒性效应'

$d535<

($见图
:

& 其中在

!5 #B

及以下浓度的芒柄花素对
NBBE

的活性未造

UU

" "
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图
!

芒柄花素浓度依赖性抑制破骨细胞生成!

0;<=

染色
>!55

"

0;<=

染色液检测

抗酒石酸盐酸性磷酸酶活性# 各观察组破骨细胞数量均小于对照组及
?@A+

组#芒

柄花素在安全的剂量范围!

B!5 !@

"内抑制破骨细胞的分化#而对破骨细胞的活性

并无明显的影响

"#$%! C(&'D'-'.( .E .F-G.H7)F-.IG(GF'F '( ) H.(HG(-,)-'.( JG/G(JG(- 2)((G, .E K.,L

2.(.(G-'(

!

0;<= F-)'('(I>!55

"

0&G )H-'M'-N .E -),-,)-G ,GF'F-)(- )H'J /&.F/&)-)FG O)F

JG-GH-GJ DN 0;<= F-)'('(I8 0&G (12DG, .E .F-G.H7)F-F '( G)H& .DFG,M)-'.( I,.1/ O)F 7GFF

-&)( -&)- '( -&G H.(-,.7 I,.1/ )(J ?@A+ I,.1/8 K.,2.(.(G-'( '(&'D'-GJ -&G J'EEG,G(-')-'.(

.E .F-G.H7)F-F '( ) F)EG J.FG ,)(IG

!

B!4 !@

"#

D1- &)J (. F'I('E'H)(- GEEGH- .( -&G )H-'M'-N .E

.F-G.H7)F-F8

图
&

不同浓度芒柄花素 !

PQP5 !@

"对骨髓
R

单核巨噬细胞 !

S@@F

"活性的影响

!

<TP"

"$ 与对照组比较#

?@A+

组#

!U"3:V!

#

"U58WXV

%芒柄花素
P !@

组#

!U58TY$

#

"U

58V$X

%芒柄花素
:5 !@

组#

!U:8:!Y

#

"U58!YV

%芒柄花素
!5 !@

组#

!U:8:XV

#

"U58!XW

%

芒柄花素
!P !@

组#

!U$8V5!

#

"U5855YB585P

%芒柄花素
T5 !@

组#

!UV8TY5

#

"U$8$XRZTB

585P

%芒柄花素
P5 !@

组#

!UV8:WY

#

"UT8P5RZTB585P

"#$%& ZEEGH-F .E J'EEG,G(- H.(HG(-,)-'.(F .E K.,2.(.(G-'(

!

P -. P5 !2

"

.( -&G )H-'M'-N .E

D.(G 2),,.O 2.(.(1H7G), 2)H,./&)IGF

!

S@@F

" !

<TP5

"

8 %.2/),GJ O'-& -&G H.(-,.7

I,.1/

#

?@A+ I,.1/

#

! U58:V!

#

" U58WXV

%

C( P !@ I,.1/

#

! U58TY$

#

" U58V$X

%

C( :5 !@

I,.1/

#

!U:8:!Y

#

"U58!YV

%

C( !5 !@ I,.1/

#

!U:8:XV

#

"U58!XW

%

C( !P !@ I,.1/

#

!U$8V5!

#

"U

5855YB585P

%

C( T5 !@ I,.1/

#

!UV8TY5

#

"U$8$XRZTB585P

%

C( P5 !@ I,.1/

#

!UV8:WY

#

"U

T8P5RZTB585P

成显著的影响$因此#通过本实验明确芒柄花素作用

于
S@@F

的安全剂量范围为
!5 !@

及以下浓度$

!% !

破骨细胞测定结果

根据
%%[W

实验结果# 在筛选出的安全有效剂

量范围内!

B!5 !@

"各分组进行破骨细胞培养并观

察$

S@@F

在破骨细胞生成的
TQV J

内进行
0;<=

染

色 $ 结果显示芒柄花素能够剂量依赖性地抑制

;<9[\

诱导的破骨细胞的生成#尤其在
:5 !@

能完

全抑制破骨细胞的分化#见图
!

$ 根据测定结果#各

观察组结果破骨细胞数量均小于对照组及
?@A+

组$视野内破骨细胞数量&对照组
!:8!5]$3!5

#

?@A+

组
!:3$5]$3$5

#

: !@

芒柄花素组
:Y3!5]!3Y5

#

! !@

芒柄花素组
:X3$5]53!V

#

P !@

芒柄花素组
Y3!5]

:3Y5

#

:5 !@

芒柄花素组
:355]53Y5

#

:P !@

芒柄花素

组
53!5]53T5

#

!5 !@

芒柄花素组
53!5]53T5

$ 与对照

组相比#

?@A+

组'

: !@

'

! !@

浓度组差异无统计学

意义!

"^585P

"#在
P

'

:5

'

:P

'

!5 !@

浓度组#差异有显

著统计学意义!

"B585P

"#也明确显示
PQ!5 !@

浓度

能显著抑制破骨细胞的数量 !

"U58555B

585P

"#见图
$

$ 因此#本研究发现芒柄花

素在安全的剂量范围!

B!5 !@

"内抑制

破骨细胞的分化# 而对破骨细胞的活性

并无明显的影响$

!% '

破骨细胞分化相关蛋白测定结果

根据
0;<=

染色结果及破骨细胞计

数分析#芒柄花素浓度在
:5 !@

能完全

抑制破骨细胞的分化# 故本实验分别在

S@@F

诱导破骨细胞的
!T

'

TW &

后检测

破骨细胞分化的关键蛋白
9K<0H:

和
HR

K.F

表达# 结果显示芒柄花青素
:5 !@

时能够显著抑制破骨细胞分化过程中关

键转录因子
9K<0H:

和
HRK.F

表达#见

图
T

$ 分别在蛋白刺激后的
5

'

P

'

:5 2'(

检测破骨细胞分化中磷酸化蛋白的表

达#结果发现芒柄花青素
:5 !@

时在
5

'

P

'

:5 2'(

内并未对磷酸化蛋白的表达发

挥明显的调控作用#见图
P

$ 芒柄花素能

够显著抑制破骨细胞分化中
9K<0H:

和

HRK.F

的表达# 而对磷酸化蛋白
Z;[

的

表达未见明显的抑制作用$

!% (

破骨细胞骨吸收功能相关基因测

定结果

?@A+

组与对照组比较# 差异无统

计学意义!

"^585P

"#可排除溶剂对实验

结果的影响% 破骨细胞分化相关的转录

因子
9K<0H:

和
HRK.F

表达芒柄花素组

与对照组比较# 差异有统计学意义 !

"B

585P

"% 骨吸收相关基因
0;<=

'

@@=Y

'

%0A[

和
%), !

表达芒柄花素组与对照

组比较#差异具有统计学意义!

"B585P

"#

见图
V

'表
!

$结果显示#芒柄花素能够显

著抑制破骨细胞骨吸收功能基因
%0A[

'

0;<=

'

@@=Y

和
%),!

的表达% 破骨细胞

进行骨吸收之后能够激活一系列功能基

因#从而激活骨吸收$根据
0;<=

染色结

VX

" "
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表
!

芒柄花素干预破骨细胞分化和功能相关各指标的表达!!

!

!"

"

"#$%! &'()*++,-. -/ )*0*1#.2 ,.3,4#2-)+ -/ 5-)6-.-.*2,. ,.7,$,2-)8 -. 27* -+2*-40#+2 3,//*)*.2,#2,-. #.3 /9.42,-.

!!

!

!"

"

注#与对照组比较$

;<=+

组破骨细胞分化相关的转录因子
9>?0@:

#

#A:8:BC

$

$A58!DD

%

@E>.F

#

#A:8$!G

$

$A58!5C

%骨吸收相关基因
0H?I

#

#A58JCJ

$

$A58$GG

%

%0=K

#

#A58BCC

$

$A58DL5

%

<<IJ

#

#A58CD!

$

$A58G$G

%

%), !

#

#AE58$5!

$

$A58CDJ

& 芒柄花素
:5 !<

浓度组与对照组比较$破骨细胞分化相关

的转录因子
9>?0@:

#

#ADG8$!G

$

$A:85JBME:CN484D

%

@E>.F

#

#AL$8JBB

$

$A#8##JME#BN484D

% 骨吸收相关基因
0H?I

#

#AC$8GJJ

$

$A#8L#CME#JN484D

%

%0=K

#

#AG$8#JJ

$

$A!8LLBME#LN484D

%

<<IJ

#

#AGC84C#

$

$AB84B#BME#CN484D

%

%), !

#

#A$!8GC4

$

$A#8$JBJME#GN484D

9.-O

#

%.2/),OP Q'-& -&O @.(-,.7 R,.1/

$

;<=+ R,.1/

$

-&O OS/,OFF'.( .T -,)(F@,'/-'.( T)@-.,F 9>?0@#

#

#A#8#BC

$

$A48!DD

%

@E>.F

#

#A#8$!G

$

$A48!4C

%

0&O OSU

/,OFF'.( .T 0H?I

#

#A48JCJ

$

$A48$GG

%

%0=K

#

#A48BCC

$

$A48DL4

%

<<IJ

#

#A48CD!

$

$A48G$G

%

%), !

#

#AE48$4!

$

$A48CDJ8 %.2/),OP Q'-& -&O @.(-,.7 R,.1/

$

#4 !< >.,2.(.(O-'( R,.1/

$

-&O OS/,OFF'.( .T -,)(F@,'/-'.( T)@-.,F 9>?0@#

#

#ADG8$!G

$

$A#84JBME#CN484D

%

@E>.F

#

#AL$8JBB

$

$A#8##JME#BN484D

%

0&O

OS/,OFF'.( .T 0H?I

#

#AC$8GJJ

$

$A#8L#CME#JN484D

%

%0=K

#

#AG$8#JJ

$

$A!8LLBME#LN484D

%

<<IJ

#

#AGC84C#

$

$AB84B#BME#CN484D

%

%), !

#

#A$!8GC4

$

$A

#8$JBJME#GN484D

图
:

不同浓度芒柄花素!

#E!4 !<

"对破骨细胞数量的影响!个数
V

视野"&与对照组

比较$

;<=+

组$

#AE585CJ

$

$A58JG5

%芒柄花素
# !<

组$

#A#85GG

$

$A58$GG

%芒柄花素
!

!<

组$

#A!8D$#

$

$A585D!

%芒柄花素
D !<

组$

#A#B8JCG

$

$AC8GJGME5LN585D

%芒柄花素

#5 !<

组$

#A#G8LD!

$

$A!8LCDME5DN585D

%芒柄花素
#D !<

组$

#A#L8JDJ

$

$A#8$5GME5DN

585D

%芒柄花素
!5 !<

组$

#A#G8BGJ

$

$A!8D5LME5DN585D

5,;%: 0&O (12WO,F .T .F-O.@7)F- '( P'TTO,O(- @.(@O(-,)-'.(

!

#E!5 !<

"

.T >.,2.(.(O-'(

!

912WO, V 6'F1)7 T'O7P

"

8 %.2/),OP Q'-& -&O @.(-,.7 R,.1/

$

;<=+ R,.1/

$

# AE585CJ

$

$ A

58JG5

%

X( -&O # !< R,.1/

$

#A#85GG

$

$A58$GG

%

X( -&O ! !< R,.1/

$

#A!8D$#

$

$A585D!

%

X( -&O

D !< R,.1/

$

#A#B8JCG

$

$AC8GJGME5LN585D

%

X( #5 !< R,.1/

$

#A#G8LD!

$

$A!8LCDME5DN

585D

%

X( #D !< R,.1/

$

#A#L8JDJ

$

$A#8$5GME5DN585D

%

X( -&O !5 !< R,.1/

$

#A#G8BGJ

$

$A

!8D5LME5DN585D

组别 孔数
9>?0@# @E>.F 0H?I %0=K <<IJ %),!

对照组
#D B8G!BY58$G5 C8DBLY58!D: G8JDBY585CB !8JCJY58:$D !8J!:Y58:!$ G85GJY58:C:

;<=+

组
:D B8!CBY58$:G C8G!LY58G5C G8J!:Y58:LJ !8J$GY58:J: !8BJ$Y585D! G85CCY58$5:

芒柄花素
:5 !<

组
:D :8C:GY58!:5 !8J:GY58:5G :8GJDY58:C$ 58CCBY58::B :85!DY585B! :8C:GY58!:5

果及破骨细胞计数分析$芒柄花素浓度
:5 !<

能完

全抑制破骨细胞分化$ 故本研究继续在破骨细胞分

化
GB &

检测骨吸收相关基因
%0=K

'

0H?I

'

<<IJ

和

%),!

的表达& 研究结果发现芒柄花素
:5 !<

能够显

著抑制破骨细胞分化相关的转录因子
9>?0@:

和
@E

>.F

的表达$进一步研究发现$芒柄花素
:5 !<

能够

显著抑制破骨细胞骨吸收相关基因
0H?I

'

<<IJ

'

%0=K

和
%), !

的表达&

:

讨论

本实验的主旨是研究股骨头坏死中破骨细胞导

致的骨破坏塌陷问题& 股骨头坏死是由于不同因素

引起的微循环障碍$ 从而导致成骨细胞分化能力和

活性降低$骨再生能力下降$但破骨细胞

的骨吸收作用并没有相应减少$ 相反由

于激素等原因引起的股骨头坏死中的破

骨细胞分化和功能还会被过度激活 (

B

)

&

髋关节是人体的主要承重部位$ 股骨头

表面承受了很大的应力$ 一旦发生骨吸

收和再生功能失衡$ 从而导致骨量下降

和结构破坏$ 最终在较小的应力范围内

就会发生关节面的塌陷&

破骨细胞在股骨头坏死的这些病理

变化中发挥着最主要的作用& 破骨细胞

是人体中的重要细胞$ 参与了骨的生长

发育'修复和重建等过程$同时骨吸收也

是造成人体骨量丢失的基本原因& 破骨

细胞来源于
Z<<F

$在
<E%=>

和核因子

"Z

受体激活剂配体!

,O@O/-., )@-'[)-., T.,

(1@7O), T)@-.,E"Z \'R)(P

$

H?9K\

"等细

胞因子的刺激下生成破骨 细 胞 (

J

)

&

H?9K\

在其中发挥重要的作用$分别促

进细胞转录因子
9>?0@:

'

@E>.F

(

:5

)和
MHK

(

::

)等信号

的表达和功能基因的活性$如
<<IJ

'

%),!

'

0H?I

和

%0=K

(

:!

)的表达$从而激活骨吸收&

H?9K\

有一个竞

争性受体骨保护素
+I]

$ 该受体能够竞争性的结合

H?9K\

从而组织其余
H?9K

的结合$导致破骨细胞

的分化受阻& 正常情况下
H?9K\ V H?9K V +I]

形成

动态平衡的信号轴 (

:$

)

$保证破骨细胞的分化和功能

处在平衡状态$维护正常的生理功能&而股骨头坏死

患者由于激素等各种致病因素$ 以及炎症反应等病

理变化$诱导促进破骨细胞的分化和功能$并直接刺

激骨吸收$破坏了这种平衡&

目前$中医药治疗股骨头坏死多从活血'化瘀'

LB

" "
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芒柄花素能够显著抑制破骨细胞功能基因
%0;<

!

0=>?

!

@@?A

和
%),!

表达

"#$%! B.,2.(.(C-'( D'E('F'G)(-7H '(&'I'- -&C CJ/,CDD'.( .F .D-C.G7)D- F1(G-'.()7 EC(CD

%0;<

"

0=>?

"

@@?A )(K %),!

图
&

芒柄花素对破骨细胞分化中
9B>0G#

和
GLB.D

蛋白表达的影响 芒柄花素

:5 !@

时能显著抑制
M@@D

诱导破骨细胞
!N

!

NO &

后破骨细胞分化过程中关键转录

因子
9B>0G#

和
GLB.D

表达

"#$%& B.,2.(.(C-'( '(&'I'-D -&C CJ/,CDD'.( .F 9B>0G#

和
GLB.D '( .D-C.G7)D-.EC(CD'D

0&C CJ/,CDD'.( .F PCH -,)(DG,'/-'.( F)G-.,D 9B>0G# )(K GLB.D '( .D-C.G7)D-D K'FFC,C(-')-'.(

'(K1GCK IH M@@D Q)D D'E('F'G)(-7H '(&'I'-CK )- #4 !@ B.,2.(.(C-'(

补肾等角度进行辨证论治" 由于股骨头坏死又被称

为缺血性坏死"其本质是缺血"故以活血化瘀为基本

治法# 鸡血藤作为一种临床治疗股骨头坏死中药复

方中常用的活血化瘀类中药 $

#NL#R

%

"对其治疗股骨头

坏死的机制" 尤其是从破骨细胞的角度目前还缺乏

系统的研究# 本研究选取的芒柄花素是鸡血藤首先

被发现的异黄酮类单体 $

#S

%

"也是中国药典规定作为

鉴别药材真伪的指标成分 $

#O

%

"具有一定

的研究价值# 芒柄花素能促进成骨细胞

的再生" 从而增加骨量已被前期的研究

证明 $

#A

%

"其具有刺激骨髓间充质干细胞

向成骨细胞方向的分化" 促进骨再生的

能力 $

!4L!#

%

"这可能是其治疗股骨头坏死

骨破坏塌陷一方面的作用机制#

本研究通过采用
=>9<T

诱导的破

骨细胞分化模型" 系统阐述了鸡血藤有

效组分芒柄花素抑制破骨细胞的分化和

功能的分子生物学机制# 由于破骨细胞

是人体内唯一负责骨吸收的细胞" 人体

骨结构的破坏均有其参与" 因此有效抑

制破骨细胞的骨吸收活性能够有效防治

股骨头坏死的骨破坏塌陷# 本研究结果

显示& 在加入不同浓度的芒柄花素各组

能够剂量依赖性地抑制
=>9<T

诱导的

破骨细胞增殖" 分化关键蛋白
9B>0G#

和
GLB.D

表达在实验组较对照组均显著

降低"在功能和基因水平"芒柄花素能够

显著抑制破骨细胞骨吸收相关的功能基

因
%0;<

!

0=>?

!

@@?A

和
%), !

表达'结

合前期研究" 认为芒柄花素能够同时发

挥调控成骨细胞和破骨细胞活性" 从而

治疗股骨头坏死导致骨结构破坏和骨塌

陷"这也是中药治疗的优势之一'

总之" 股骨头坏死的发病原因和病

理变化机制目前仍尚未完全明确" 本研

究仅从研究破骨细胞的角度阐述了中药

防治股骨头坏死骨破坏和塌陷的作用"

从验证结果中比较全面解释了芒柄花素

的作用机制' 该研究对中药治疗股骨头

坏死有一定的理论价值" 也可促进相关

单体的进一步研究" 拓展中医药治疗该

疾病的应用范围'
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