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杜仲提取组分对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞的
影响
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［摘　要］目的：研究杜仲中各成分对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞增殖、成骨细胞保护素（ＤＰＧ）与核因子
κＢ受体活化因子配体（ＲＡＮＫＬ）比值的影响。方法：对杜仲皮进行组分提取，得到 Ａ组分（水洗脱液）、ｂ组分
（２０％乙醇洗脱液）和Ｃ组分（４０％乙醇洗脱液）；对照组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞加入 ＤＭＥＭ／Ｆ２培养
基（Ｈｙｃｌｏｎ）培养，给药组分别加入浓度为２００、１００、５０、２５和１２．５ｍｇ／Ｌ含 Ａ、Ｂ、Ｃ组分的培养基培养；采用 ＭＴＴ
法检测ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞增殖情况；ＥＬＩＳＡ法检测ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞ＯＰＧ及ＲＡＮＫＬ
活性，紫外分光光度法检测ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性。结果：与对照组比较，给药
２４ｈ后，１００和２００ｍｇ／ＬＣ组分给药组的ＯＤ值明显增高（Ｐ＜０．０５）；与对照组比较，给药４８ｈ后，２００ｍｇ／ＬＣ组
ＡＬＰ的活性以及ＯＰＧ与ＲＡＮＫＬ比值明显增高，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：杜仲４０％乙醇提取组
分能明显上调ＯＰＧ与ＲＡＮＫＬ比值，并能促进ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞的增殖。
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　　杜仲（ＥｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓＯｌｉｖ．）是杜仲科植物
杜仲的干燥树皮，外表面淡棕色或灰褐色，内表面

暗紫色，是我国名贵的中药材［１］。研究发现，杜仲

中含有木质素类、黄酮类、环烯醚萜类、本丙素类和

氨基酸类等化学成分，具有补肝肾、抗衰老、增强骨

密度、治疗骨质疏松和头晕目眩等药理作用［２］。

骨质疏松是一种以低骨量和骨组织微结构改变为

特征，导致人体骨脆性升高并伴有全身性骨量流失

的代谢性疾病，常见于老年人和绝经妇女，已成为

当今社会亟待解决的医疗问题之一［３－５］。造成骨

质疏松症的原因是骨吸收与骨形成的平衡被打破，

导致无法维持正常骨量。在人的生命过程中，人体

骨组织在不断的进行骨重建以维持正常的骨量及

修复受伤骨组织，而在骨重建的过程中成骨细胞骨

保护素（ｏｓｔｅｏｐｒｏｔｅｇｅｒｉｎ，ＯＰＧ）核因子ｋＢ受体活化
因子配体 （ｌｉｇａｎｄｏｆｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆｎｆＫＢ，
ＲＡＮＫＬ）是维持骨重建动态平衡的重要系统，该系
统可抑制破骨细胞的生成。本实验通过杜仲不同

组分作用于 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４细胞后，观察
ＲＡＮＫＬ与ＯＰＧ的变化，为进一步研究杜仲治疗骨
质疏松提供实验基础。

１　材料方法
１１　材料

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞（订购于中科
院上海细胞库），杜仲提取物（实验室制备）、

ＤＭＥＭ／Ｆ２培养基（Ｈｙｃｌｏｎ）、ＦＢＳ胎牛血清（Ｇｉｂ
ｃｏ）、胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎ）、ＭＴＴ溶液、碱性磷酸酶测
试盒（南京建成生物工程研究所）、ＭｏｕｓｅＯｓｔｅｏｐｒｏ
ｔｅｇｅｒｉｎ（ＯＰＧ）ＥＬＩＳＡＫｉｔ（上海蓝基生物科技有限公
司）、ＭｏｕｓｅＲｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮｕｃｌｅａｒＦａｃｔｏｒｋＢ
Ｌｉｇａｎｄ（ＲＡＮＫＬ）ＥＬＩＳＡＫｉｔＲＡＮＫＬ试剂盒（上海蓝
基生物科技有限公司）、无水乙醇（分析纯，成都科

龙化工试剂长）。杜仲皮由贵州医科大学龙庆德

副教授鉴定为杜仲科植物杜仲（Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ
Ｏｌｉｖ）的干燥树皮，大孔树枝由天津海光化工提供。
１２　方法
１２１　杜仲成分提取　杜仲皮剪碎，用７０％的乙
醇浸泡８ｈ（料液比１∶１０）后煎煮提取２次，每次煎
煮２ｈ，抽滤并合并滤液，滤液浓缩至１ｋｇ／Ｌ后上
大孔树脂柱，分别用水、２０％乙醇或 ４０％乙醇洗
脱，得到Ａ组分（水洗脱液）、ｂ组分（２０％乙醇洗

脱液）和Ｃ组分（４０％乙醇洗脱液），以上３个组分
均浓缩至膏状备用。称取Ａ、Ｂ、Ｃ组分浸膏分别溶
解于ＤＭＳＯ溶液，终浓度为２００ｇ／Ｌ，储存备用。
１２２　分组与细胞增殖检测　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂ
ｃｌｏｎｅ１４成骨细胞按５×１０３个／ｍＬ密度接种于９６
孔板，培养箱培养２４ｈ后，弃去培养液，对照组加
入培养基，给药组分别加入浓度为２００、１００、５０、２５
和１２５ｍｇ／Ｌ含Ａ、Ｂ、Ｃ组分的培养基，每个浓度
设６个重孔，培养箱培养２４ｈ后每孔加入２５ｇ／Ｌ
的ＭＴＴ溶液１０μＬ，继续培养４ｈ后弃去培养液。
每孔加入ＤＭＳＯ溶液１００μＬ后，于酶联免疫检测
仪４９０ｎｍ波长处检测对照组以及给药组各孔的荧
光值吸光度值。

１２３　碱性磷酸酶（ＡＬＰ）检测　按 ＡＬＰ测试盒
（南京建成生物工程研究所）说明书进行 ＡＬＰ检
测，所得结果用ＯＤ值表示。
１２４　骨保护素（ＯＰＧ）检测　ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂ
ｃｌｏｎｅ１４成骨细胞按５×１０３个／ｍＬ密度接种于２４
孔板，培养箱培养２４ｈ后，弃去培养液，对照组加
入培养基，给药组加入浓度为 ２００、１００、５０和
２５ｍｇ／Ｌ的含组分Ｃ的培养基，培养２４ｈ弃去培养
液后用胰酶消化离心取细胞沉淀。用 ＰＢＳ缓冲液
清洗３遍后用少量 ＰＢＳ缓冲液重悬细胞，采用反
复冻融法裂解细胞膜，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ取
上清，－２０℃或 －８０℃分装保存备用。按 Ｍｏｕｓｅ
ＲｅｃｅｐｔｏｒＯＰＧＥｌｉｓａＫｉｔ试剂盒说明书进行 ＯＰＧ活
性检测，结果用ＯＤ值表示。
１２５　ＲＡＮＫＬ检测　用分装完毕已裂解的样品，
按ＭｏｕｓｅＲｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆＮｕｃｌｅａｒＦａｃｔｏｒｋＢＬｉｇ
ａｎｄ（ＲＡＮＫＬ）ＥｌｉｓａＫｉｔＭｏｕｓｅＲｅｃｅｐｔｏｒＯＰＧＥｌｉｓａＫｉｔ
试剂盒说明书进行 ＲＡＮＫＬ活性的检测，结果用
ＯＤ值表示。
１３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７０统计软件进行数据处理，组间
比较采用单因素方差分析，Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　细胞增殖检测

给药２４ｈ后，５０、１００和２００ｍｇ／ＬＣ组分给药
组均能促进 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞的增
殖，其中１００和２００ｍｇ／ＬＣ组分给药组的 ＯＤ值
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明显增高，与对照组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），提示杜仲提取物 Ｃ组分对 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂ
ｃｌｏｎｅ１４成骨细胞具有促进增殖的作用。见图 １
和图２。

图１　杜仲提取物Ｃ组分高效液相色谱结果
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＣｅｘｔｒａｃｔｏｆＥｕｃｏｍｍｉａ

ｕｌｍｏｉｄｅｓｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

图２　不同浓度的Ａ、Ｂ、Ｃ组分对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ
１４成骨细胞的增殖影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＡ，Ｂ，Ｃｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＭＣ３Ｔ３Ｅ１

Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ

２２　ＡＬＰ检测
给药４８ｈ后，１００、２００ｍｇ／ＬＣ组分给药组能

促进 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞的 ＡＬＰ分
泌，且２００ｍｇ／Ｌ组 ＡＬＰ的活性与对照组比较，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图３。
２３　ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ比值

ＯＰＧ检测显示，给药４８ｈ后，与对照组比较，
１００、２００ｍｇ／ＬＣ组分给药组对 ＯＰＧ的促进明显，
差异具有统计学意义（Ｐ＜００５）。ＲＡＮＫＬ检测给
药 ４８ｈ后，２００ｍｇ／ＬＣ组分给药组 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞的 ＲＡＮＫＬ水平明显低于对
照组（Ｐ＜００５），表明 Ｃ组分对 ＲＡＮＫＬ具有抑制
作用；给药４８ｈ后，２００ｍｇ／ＬＣ组分给药组 ＯＰＧ／
ＲＡＮＫＬ比值高于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ
＜００５）。见图４～图６。

�

（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

图３　不同浓度杜仲提取液Ｃ组分作用４８ｈ后对
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞ＡＬＰ活性影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｏｎＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ

（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

图４　不同浓度Ｃ组分作用４８ｈ后ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞ＯＰＧ表达的影响

Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＯＰＧｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４

ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ

（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

图５　不同浓度Ｃ组分对ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４
成骨细胞ＲＡＮＫＬ表达的影响

Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲＡＮＫＬｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４

ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ
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（１）与对照组相比，Ｐ＜００５

图６　不同浓度杜仲提取液Ｃ组分作用４８ｈ后对
ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ

比值的影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
ｏｎＯＰＧ／ＲＡＮＫＬｉｎＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ４８ｈｏｕｒｓ

３　讨论

骨质疏松症是骨吸收与骨形成平衡失调导致

的骨量低下，以及骨组织结构异常的代谢性骨

病［６］。ＯＰＧ、ＲＡＮＫ、ＲＡＮＫＬ是近年来发现的用来
调节骨吸收与骨形成以及成骨细胞与破骨细胞平

衡的重要因子。ＲＡＮＫＬ是影响骨吸收的关键因
子，ＲＡＮＫＬ的作用途径是通过与破骨细胞前体上
的 ＲＡＮＫ相结合，激活 ＣＮ／ＮＦＡＴ，ＰＫＢ等通路，
ＰＫＢ等通路可激活细胞生存从而抑制破骨细胞前
体分化为成熟的破骨细胞。ＯＰＧ的作用是抑制骨
吸收，其常高表达于成骨细胞。成骨细胞通过分泌

ＯＰＧ来和ＲＡＮＫＬ竞争性与ＲＡＮＫ相结合，通过抑
制ＣＮ／ＮＦＡＴ通路的激活并减少破骨细胞的生成
来抑制骨吸收的过程。ＯＰＧ、ＲＡＮＫＬ的比值是决
定人体骨量的关键，如果比值下降失衡，则会引起

许多骨质的骨代谢的疾病［７－１０］。而当 ＯＰＧ与
ＲＡＮＫＬ比值上调即能降低破骨细胞的分化成熟，
从而改善骨重建来达到治疗骨质疏松的目的。杜

仲为贵州地产中药，亦是我国常用辅助抗骨质疏松

的中药。大量的研究表明杜仲有效成分中的黄酮

类和木质素类能治疗和改善骨质疏松具有疗

效［１１］。近年来，体内外实验均证明了杜仲对骨质

疏松症具有明显的改善效果。

本实验结果显示，采用不同浓度的杜仲提取物

Ｃ组分作用于ＭＣ３Ｔ３Ｅ１Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞，发
现杜仲提取物 Ｃ组分能促进细胞的增殖与分化，
在高浓度时效果显著。本实验还进一步证明，Ｃ组

分在促进ＯＰＧ分泌的同时还能抑制 ＲＡＮＫＬ的表
达，Ｃ组分给药浓度为 ２００ｍｇ／Ｌ时，ＭＣ３Ｔ３Ｅ１
Ｓｕｂｃｌｏｎｅ１４成骨细胞 ＯＰＧ／ＲＡＮＫＬ的比值明显增
高，提示杜仲提取物 Ｃ组分可以通过提高成骨细
胞ＯＰＧ分泌，同时也能降低 ＲＡＮＫＬ的表达，从而
抑制破骨细胞的成熟分化，达到治疗和改善骨质疏

松的作用。但是杜仲提取物 Ｃ组分中是何种化合
物起到促进 ＯＰＧ分泌以及降低 ＲＡＮＫＬ表达的还
未知，仍需后续研究证实。
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