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金雀异黄酮对去势大鼠分离培养的成骨细胞增殖及分化的影响
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　　［摘要］　目的　研究金雀异黄酮 （Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，ＧＥＮ）对去势大鼠分离培养的成骨细胞增殖及分化的
影响。方法　选取３月龄ＳＤ雌性大鼠３０只，分为假手术组 （Ｓｈａｍ）、切除卵巢模型组（ＯＶＸ）和 ＧＥＮ
治疗组（ＯＶＸ＋ＧＥＮ）。双能Ｘ射线骨密度仪检测大鼠全身骨密度。各组选取３只最接近其骨密度均值
的大鼠麻醉后处死，无菌分离培养成骨细胞。ＣＣＫ８检测细胞增殖能力，化学法检测碱性磷酸酶（ＡＬＰ）
活性，ＲＴＰＣＲ检测各组成骨细胞中骨形成相关基因 Ｒｕｎｘ２、ＢＭＰ２的表达情况；钙化结节染色观察钙
化结节阳性克隆数并计算钙化面积。结果　全身骨密度检测结果显示，ＯＶＸ组全身骨密度显著低于
Ｓｈａｍ组，而ＯＶＸ＋ＧＥＮ组全身骨密度显著高于 ＯＶＸ组，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。细胞增殖、
ＡＬＰ活性检测、ＲＴｑＰＣＲ检测成骨性基因的表达以及钙化结节面积结果均表明，ＯＶＸ组与 Ｓｈａｍ组相
比均显著降低（Ｐ＜０．０１），而ＯＶＸ＋ＧＥＮ组与ＯＶＸ组相比均显著增加（Ｐ＜０．０１）。结论　ＧＥＮ提高去卵
巢大鼠骨密度可能与其促进成骨细胞增殖和成熟矿化能力有关。
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　　骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种因骨密度降
低、骨量减少而导致骨折危险性增加的全身性骨骼疾

病，然而目前尚无疗效显著、不良反应少、价格低廉的

药物［１－２］。雌激素类药物治疗骨质疏松效果显著，但

其会引起子宫内膜癌、乳腺癌、心血管疾病发生等一系

列不良反应［３］。黄酮类化合物又被称为植物雌激素，

具有很好的促进骨形成、抑制骨吸收的活性，是未来骨

质疏松症替代疗法的首选药物之一。金雀异黄酮

（Ｇｅｎｉｓｔｅｉｎ，ＧＥＮ）又称大豆异黄酮，具有预防绝经后骨
质疏松的雌激素样活性作用［４－６］。本课题组前期体内

实验表明ＧＥＮ能够显著提高大鼠峰值骨量和抑制去
卵巢大鼠骨丢失［７－８］。但是，对于其是如何提高大鼠

骨密度，抑制去卵巢大鼠骨丢失的分子机理还不清楚。

基于药物在体内代谢过程是一个含有成骨细胞、骨髓

间充质细胞、破骨细胞和骨细胞的一个复合群体。我

们假设，ＧＥＮ抑制去卵巢大鼠骨丢失是通过提高其成
骨细胞的增殖和成熟矿化能力来实现的。因此，本实

验通过ＧＥＮ体内实验的大鼠分离提取成骨细胞进行
体外培养来研究其抗骨质疏松的作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　ＳＰＦ级２月龄健康雌性 ＳＤ大鼠３０只，购自甘肃
中医药大学 ＳＰＦ级动物实验中心，许可证号 ＳＣＸＫ
（甘）２０１５－２００２，所有的动物实验遵照国家实验动物
饲养和使用指南。

１．２　试剂与仪器
　　ＧＥＮ购自中国药品生物制品检定所（纯度＞
９８％）；αＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清
ＦＢＳ购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；Ⅰ型胶原（ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ，
ＣｏｌⅠ）酶、胰蛋白酶购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＣＣＫ８细胞
增殖检测试剂盒购自日本 ＤｏｊｉｎｄｏＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司。
碱性磷酸酶活性测定试剂盒购自南京建成生物工程研

究所；ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎｔ、反转录试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合
酶、ＥａｓｙＤｉｌｕｔｉｏｎ稀释液均购自 ＴａＫａＲａ公司，引物由
ＴａＫａＲａ公司设计合成；茜素红购自 Ｓｉｇｍａ公司；双能
Ｘ射线骨密度仪购自美国 ＧＥ公司；ＣＯ２细胞培养箱
购自美国ＴｈｅｒｍｏＲｅｖｃｏ公司；台式高速冷冻离心机购
自德国Ｈｅｒａｅｕｓ公司；紫外分光光度计购自美国 Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司；实时荧光定量 ＰＣＲ仪购自美国 ＡＢＩ公司；
酶标仪购自ＢｉｏＲａｄ公司。
１．３　方法
１．３．１　动物分组、造模及药物处理　　按照体质量均
值将３０只ＳＤ大鼠分为假手术 （Ｓｈａｍ）组、双侧卵巢
切除（ＯＶＸ）组和去卵巢＋ＧＥＮ（ＯＶＸ＋ＧＥＮ）组，每组
１０只。各组大鼠腹腔注射３ｍＬ／ｋｇ的 １０％水合氯醛
进行麻醉。Ｓｈａｍ组大鼠行卵巢周围少许脂肪组织切
除，模型组大鼠切除双侧卵巢。抗炎症处理１周后，给
予ＯＶＸ＋ＧＥＮ组大鼠每日灌服 ２５ｍｇ／ｋｇＧＥＮ，Ｓｈａｍ
组和 ＯＶＸ组灌服相应体积的蒸馏水。药物处理８周
后进行后续实验操作。

１．３．２　大鼠全身骨密度测定　　大鼠腹腔注射３ｍＬ／ｋｇ
的１０％水合氯醛进行麻醉，置于双能Ｘ射线骨密度仪
检测全身骨密度，骨密度结果利用每平方厘米的骨质

量来表示（单位为ｇ／ｃｍ２）。
１．３．３　成骨细胞的分离与培养　　选取３只最接近
各组骨密度平均值的大鼠麻醉后脱臼处死，置于７５％
酒精中浸泡消毒２５ｍｉｎ后在超净工作台中，剔除肌肉
和结缔组织后迅速剥离出股骨，并用磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ，ｐＨ＝７．８）清洗３次；将股骨剪碎大小约１ｍｍ×
１ｍｍ×１ｍｍ并转移至培养瓶中，后续实验步骤参照谢
艳芳等［９］大鼠颅骨成骨细胞的分离培养方法。

１．３．４　ＨＥ染色和 ＣｏｌⅠ的免疫组化染色　　将 Ｐ１
代细胞进行爬片培养后分别进行成骨细胞 ＨＥ染色和
ＣｏｌⅠ的免疫组化染色。①ＨＥ染色：向爬片滴加１ｍＬ
苏木精染液进行初染，１０ｍｉｎ后流水冲洗，滴加盐酸酒
精封化液封化１ｓ，将爬片立刻放入流水冲洗１５ｍｉｎ。
再加入１ｍＬ伊红染液进行复染，５ｍｉｎ后依次经过低
浓度到高浓度的酒精溶液进行脱水，每次２ｍｉｎ，最后
于二甲苯溶液中浸泡 ２ｍｉｎ后封片。②ＣｏｌⅠ免疫组
织化学染色：滴加山羊血清工作液，３７℃孵育１５～２０ｍｉｎ
后倾去勿洗，加入 ＣｏｌⅠ抗体（１∶５００）并放置 ４℃过
夜，ＰＢＳ漂洗３次，每次３ｍｉｎ，之后滴加相应的二抗工
作液，３７℃孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗３次，每次３ｍｉｎ，最
后利用ＤＡＢ显色剂进行显色，流水冲洗后封片，分别
正置荧光显微镜观察细胞的形态。

１．３．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖　　将 Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组
和ＯＶＸ＋ＧＥＮ组分离培养的成骨细胞以３×１０５／ｍＬ接

２７６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



种于９６孔板中，向每孔中加入２００μＬ。分别培养３、
６ｄ后，加入含有 ＣＣＫ８试剂（６μＬ／孔）的培养基，
３７℃孵育４ｈ之后用酶标仪测定波长４５０ｎｍ处光密
度值［Ｄ（４５０）］。
１．３．６　碱性磷酸酶活性检测　　将Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组
和ＯＶＸ＋ＧＥＮ组分离培养的成骨细胞以５×１０５／ｍＬ分
别接种于６孔板中［１０］，分别培养 ３、６ｄ后，弃去培养
基，用ＰＢＳ漂洗２次，按照 ＡＬＰ活性测定剂盒说明书
检测胞内ＡＬＰ活性，每孔蛋白浓度用 ＢＣＡ法进行测
定，ＡＬＰ活性根据每毫克蛋白催化生成酚的量来换算
为ｎｍｏｌ·１５ｍｉｎ－１·ｍｇ－１。
１．３．７　ＲＴｑＰＣＲ检测　　将 Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组和
ＯＶＸ＋ＧＥＮ组分离培养的成骨细胞以５×１０５／ｍＬ接种于
６孔板中［５］，培养２４ｈ后，用ＴＲＩｚｏｌ提取细胞总ＲＮＡ，
紫外分光光度计检测浓度，并用 １％甲醛变性琼脂糖
电泳检测其完整性。按照 ＰＣＲ扩增体系及反应条件
说明书进行 ＰＣＲ扩增；分别利用 ＢＭＰ２、Ｒｕｎｘ２引物
进行ＰＣＲ反应制备标准曲线，经内参校正，分别求得
目的基因的相对表达量。ＲＴｑＰＣＲ数据分析采用
２－ΔΔＣｔ法，所用引物根据 ＴａＫａＲａ所发布的序列设计并
合成（表１）。

表１　ＲｅａｌＴｉｍｅＲＴｑＰＣＲ引物序列

基因 Ｇｅｎｂａｎｋ序列 引物序列
产物长

度／ｂｐ
ＢＭＰ２ ＮＭ＿０１７１７８ 上游：５′ＡＣＣＧＴＧＣＴＣＡＧＣＴＴＣＣＡＴＣＡＣ３′ ２４９

下游：５′ＴＴＣＣＴＧＣＡＴＴＴＧＴＴＣＣＣＧＡＡＡ３′
Ｒｕｎｘ２ ＮＭ０５３４７０．１ 上游：５′ＧＣＡＣＣＣＡＧＣＣＣＡＴＡＡＴＡＧＡ３′ １６５

下游：５′ＴＴＧＧＡＧＣＡＡＧＧＡＧＡＡＣＣＣ３′
ＧＡＰＤＨ ＮＭ０１７００８．３ 上游：５′ＴＡＴＣＧＧＡＣＧＣＣＴＧＧＴＴＡＣ３′ １４０

下游：５′ＣＴＧＴＧＣＣＧＴＴＧＡＡＣＴＴＧＣ３′

１．３．８　钙化结节染色　　将Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组和ＯＶＸ＋
ＧＥＮ组分离培养的成骨细胞以３×１０５／ｍＬ接种于６ｃｍ
培养皿中，待细胞融合后更换成骨诱导培养液培养１２ｄ
后，弃去培养基，ＰＢＳ清洗３次后，加入ｐＨ＝８．９、０．１％
的茜素红染色液，３７℃水浴１ｈ，流水冲洗，换固定液照
相记录结果，照相后采用Ｉｐｐ（ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０）灰度
分析软件，对各组钙化结节的面积进行统计。

１．４　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ２０．０软件处理数据，结果以 珋ｘ±ｓ表示，
采用单因素方差分析进行方差齐性检验，方差齐者采

用ＬＳＤ检验，方差不齐者采用 Ｔａｍｈａｎｅ’ｓ检验，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大鼠骨密度检测结果
　　将 Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组和 ＯＶＸ＋ＧＥＮ组的大鼠分别
连续喂养８周之后，利用双能 Ｘ射线骨密度仪检测大

鼠全身骨密度。如图１所示，与 Ｓｈａｍ组相比，ＯＶＸ组
骨密度显著降低（Ｐ＜０．０１）。说明大鼠切除卵巢会导
致骨密度降低，进而导致骨质疏松；而当服用２５ｍｇ／ｋｇ
ＧＥＮ后，ＯＶＸ＋ＧＥＮ组骨密度显著高于 ＯＶＸ组（Ｐ＜
０．０１）。表明ＧＥＮ对去卵巢大鼠所致的骨质疏松的骨
密度有显著的治疗效果。
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图１　大鼠全身骨密度检测结果　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．２　成骨细胞ＨＥ染色和ＣｏｌⅠ的免疫组化染色结果
　　将 Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组和 ＯＶＸ＋ＧＥＮ组分离培养的
成骨细胞进行爬片处理后，分别进行 ＨＥ染色和免疫
组织化学染色。ＨＥ染色结果表明，分离培养的成骨
细胞培养４８ｈ在显微镜下形态清晰呈长梭形、三角及
成纤维细胞样（图２Ａ）。ＣｏｌⅠ免疫组织化学染色结果
显示，ＣｏｌⅠ在成骨细胞表面高表达在显微镜下呈深棕
黄色（图２Ｂ）；而ＣｏｌⅠ和一些非胶原蛋白是成骨细胞
分化的标记物，能反映成骨细胞分化表型特征。因此，

本实验分离得到较纯的成骨细胞。

２．３　ＣＣＫ８细胞增殖检测结果
　　将 Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组和 ＯＶＸ＋ＧＥＮ组分离的成骨
细胞分别培养３ｄ后，通过 ＣＣＫ８检测各组成骨细胞
的增殖情况。结果显示，ＯＶＸ组成骨细胞增殖能力
（０．３０７±０．０１５）显著低于 Ｓｈａｍ组（０．３４７±０．０２５，Ｐ＜
０．０１），说明大鼠切除卵巢会导致其成骨细胞的增殖；
而当大鼠服用 ＧＥＮ后，ＯＶＸ＋ＧＥＮ组成骨细胞增殖能
力（０．３９３±０．０１１）显著高于 ＯＶＸ（Ｐ＜０．０１），增幅为
２８％。说明ＧＥＮ可促进成骨细胞的增殖。
２．４　ＡＬＰ活性检测结果
　　将 Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组和 ＯＶＸ＋ＧＥＮ组分离培养的
成骨细胞分别培养３、６ｄ后，通过 ＡＬＰ检测试剂盒分
别检测各组成骨细胞ＡＬＰ活性。结果显示，ＯＶＸ组分
离得到的成骨细胞 ＡＬＰ活性显著低于 Ｓｈａｍ组（Ｐ＜
０．０１，表２），当服用 ＧＥＮ后，ＯＶＸ＋ＧＥＮ组 ＡＬＰ活性
显著高于ＯＶＸ组（Ｐ＜０．０１，表 ２），３、６ｄ的增幅分别
为１８．７％和４１．１％。说明 ＧＥＮ可增加成骨细胞 ＡＬＰ
的活性。

３７６２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）
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Ａ：成骨细胞ＨＥ染色；Ｂ：成骨细胞中ＣｏｌⅠ免疫组织化学染色

图２　成骨细胞ＨＥ染色和ＣｏｌⅠ的免疫组化染色
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Ａ：成骨性相关因子Ｒｕｎｘ２的表达；Ｂ：成骨性相关因子ＢＭＰ２的表达　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＯＶＸ组比较

图３　成骨细胞骨形成因子Ｒｕｎｘ２和ＢＭＰ２ｍＲＮＡ表达结果　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

表２　药物处理后成骨细胞ＡＬＰ活性检测结果
（ｎｍｏｌ·１５ｍｉｎ－１·ｍｇ－１，珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

组别 ３ｄ ６ｄ
Ｓｈａｍ组 １８．２３６±０．３８４ ２２．００２４７±１．８６４
ＯＶＸ组 １６．１４３±０．１９７ａ １８．２３８０８±１．１４０ａ

ＯＶＸ＋ＧＥＮ组 １９．１６９±０．４３７ｂ ２５．７３６０２±０．７２８ｂ

ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＯＶＸ组比较

２．５　ＲＴｑＰＣＲ检测结果
　　将 Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组和 ＯＶＸ＋ＧＥＮ组分离的成骨
细胞培养２４ｈ后，通过 ＲＴｑＰＣＲ法检测成骨性相关
因子Ｒｕｎｘ２和 ＢＭＰ２的基因表达情况。结果表明，
ＯＶＸ组成骨细胞的成骨性因子Ｒｕｎｘ２和ＢＭＰ２基因
表达显著低于Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０１，图 ３）。说明大鼠切
除卵巢会抑制其成骨性相关因子 Ｒｕｎｘ２和 ＢＭＰ２的
基因表达；当服用 ＧＥＮ后，ＯＶＸ＋ＧＥＮ组成骨细胞
Ｒｕｎｘ２和 ＢＭＰ２基因表达量显著高于 ＯＶＸ组（Ｐ＜
０．０１，图３）。说明 ＧＥＮ可显著促进去卵巢大鼠的成
骨细胞成骨性因子Ｒｕｎｘ２和ＢＭＰ２基因的表达。
２．６　钙化结节染色结果
　　将 Ｓｈａｍ组、ＯＶＸ组和 ＯＶＸ＋ＧＥＮ组分离的成骨
细胞进行成骨性诱导培养１２ｄ后，通过茜素红染色法

对成骨细胞进行钙化结节染色。如图 ４Ａ所示，肉眼
所见ＯＶＸ组钙化结节染色面积和数量较 Ｓｈａｍ组少，
而ＯＶＸ＋ＧＥＮ组钙化结节面积和数量较 ＯＶＸ组明显
增多。说明大鼠切除卵巢会抑制其成骨细胞成熟矿化

的能力；图４Ｂ为钙化结节面积的量化结果，ＯＶＸ组钙
化结节面积显著低于 Ｓｈａｍ组（Ｐ＜０．０１），ＯＶＸ＋ＧＥＮ
组钙化结节面积显著高于 ＯＶＸ组（Ｐ＜０．０１）。说明
ＧＥＮ可显著提高去卵巢大鼠成骨细胞成熟矿化的能力。

３　讨论

　　ＯＰ是一种潜在的、渐进性的全身性骨骼疾病。据
报道，在所有绝经后妇女所患疾病中，与骨质疏松症相

关的疾病就占了一半［１１］。补充雌激素治疗骨质疏松

是常见的治疗手段，但长期服用会引发严重的毒副作

用。植物雌激素作为一类杂环多酚类化合物，其主要

来自于天然中草药植物的提取，却无明显的毒副作用。

目前发现的具有活性单体的中药主要有黄酮类、香豆

素类、二苯乙烯类和木脂素类四大类，因其结构和功能

与人体雌激素 １７β雌二醇（Ｅ２）类似，可直接或间接
作用于雌激素信号通路，以较低的亲和度与雌激素受

４７６２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：茜素红染色观察各组成骨细胞的钙化结节；Ｂ：各组钙化结节面积分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｓｈａｍ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＯＶＸ组比较

图４　成骨细胞形成钙化结节的结果　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

体结合而发挥雌激素的作用，从而大大减少了雌激素

在使用过程中带来的副作用，成为当前激素研究开发

领域关注的热点［１２－１３］。

　　ＧＥＮ又称染料木素，是大豆异黄酮的一种，具有
抑制肿瘤生长、抗氧化、抑制血管生成及抗骨质疏松症

等功效。研究报道，染料木素一种雌激素受体（ＥＲ）选
择性结合的植物雌激素，与 ＥＲβ具有更大的亲和力。
对骨细胞具有双重作用，能够抑制破骨细胞的骨吸收

活性，刺激骨髓基质祖细胞（ＢＭＳＣｓ）和成骨细胞的成
骨分化和成熟［１４－１６］。韩桂秋等［１７］研究报道，ＧＥＮ能
够促进大鼠骨髓间充质干细胞的增殖，并促进其向成

骨细胞分化。成魁等［１８］报道，ＧＥＮ能够提高青年大鼠
的峰值骨量，并能够抑制去卵巢大鼠的骨丢失。因此

本研究设想，ＧＥＮ提高青年大鼠的峰值骨量，抑制去
卵巢大鼠的骨丢失，是由于ＧＥＮ能够促进大鼠体内成
骨细胞的增殖和分化，促进成骨细胞的矿化成熟而发

挥作用的。

　　本实验通过检测大鼠全身骨密度后发现，去除卵
巢后大鼠的骨密度与 Ｓｈａｍ组相比，骨密度显著降低；
而灌胃 ＧＥＮ后，大鼠骨密度显著升高。说明 ＧＥＮ对
治疗骨质疏松有显著效果，前期大量实验也证实了这

一点［１９］。ＡＬＰ是成骨性分化的标志性指标，因此本实
验以ＡＬＰ作为一个衡量指标。结果表明，与 Ｓｈａｍ组
相比，骨质疏松模型组的成骨细胞 ＡＬＰ活性明显降
低，而当大鼠灌胃ＧＥＮ后，其 ＡＬＰ活性显著增强。同
时，Ｒｕｎｘ２作为一个重要的成骨的转录因子，在骨代
谢活性中起着很重要的作用，ＢＭＰ２也作为骨代谢活
性的重要活性因子［２０－２１］，因此，通过对其基因的表达

来研究ＧＥＮ对去卵巢大鼠成骨细胞成骨性分化的影
响，结果与ＡＬＰ活性变化一致。因此，我们推测 ＧＥＮ
能够提高去卵巢大鼠骨密度是通过促进其成骨细胞成

熟矿化的能力。

　　然而，ＧＥＮ对去卵巢大鼠骨吸收是否具有抑制作

用、对体外破骨细胞的培养是否也有作用，尚未可知。

虽然周建等［２１］研究报道，ＧＥＮ能够抑制体外培养大鼠
股骨组织的骨骺端和骨干吸收活性和促进其代谢活

性。但分离培养 ＧＥＮ干预后的去势大鼠中的破骨细
胞，检测其体外骨相关因子的变化，是否也可从骨吸收

方面去阐释ＧＥＮ治疗骨质疏松模型大鼠的作用机制，
仍需去进一步探索。
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