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雌马酚通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路对高糖高脂环境下成骨细胞凋亡及增殖的影响
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　　［摘要］　目的　探讨雌马酚（ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ）对高糖高脂环境下成骨细胞增殖和凋亡的影响及其可能
机制。方法　建立ＲＯＳ１７／２．８成骨细胞高糖高脂损伤模型，设立对照组（Ｃ组）、模型组（Ｍ组）、不同
浓度梯度Ｅｑ干预组（Ｅｑ－７组：１×１０－７ｍｏｌ／ＬＥｑ，Ｅｑ－６组：１×１０－６ｍｏｌ／ＬＥｑ，Ｅｑ－５组：１×１０－５ｍｏｌ／ＬＥｑ）。
药物处理２４ｈ后，采用ＣＣＫ８、ＨＥ染色检测成骨细胞活性及形态结构变化，流式细胞术检测细胞凋亡
及周期改变，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路磷酸化程度及相关蛋白表达变化，并联合ＰＩ３Ｋ抑制
剂验证ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路在其中的作用。结果　与 Ｃ组比较，Ｍ组成骨细胞存活率降低、细胞抑制率增
加（Ｐ＜０．０５），细胞形态结构明显损伤，细胞凋亡率增加（Ｐ＜０．０５），细胞周期 Ｇ１期比例增加、Ｓ期比例
降低（Ｐ＜０．０５），ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路磷酸化程度降低、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２表达减少、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达
增加（Ｐ＜０．０５）；与Ｍ组相比，各Ｅｑ干预组细胞存活率增加、细胞抑制率降低（Ｐ＜０．０５），细胞形态结构
损伤减轻，细胞凋亡减少（Ｐ＜０．０５），细胞周期Ｇ１期比例降低、Ｓ期比例增加（Ｐ＜０．０５），ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路
磷酸化程度提高、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２表达增加、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达减少（Ｐ＜０．０５），且Ｅｑ的干预效
应随着浓度升高而增强；联合ＰＩ３Ｋ抑制剂后，Ｅｑ的上述效应显著降低。结论　Ｅｑ可通过激活 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路减少高糖高脂环境下成骨细胞凋亡、促进成骨细胞增殖。
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　　２型糖尿病（ｔｙｐｅ２ｄｉａｂｅｔｅｓ，Ｔ２ＤＭ）患者在糖尿病
群体中占比超过９０％，患者因胰岛素抵抗或伴胰岛素
分泌异常，糖脂代谢紊乱，易发生心血管、肝、肾、骨骼、

神经等多系统并发症。糖尿病性骨质疏松症（ｄｉａｂｅｔｉｃ
ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＤＯＰ）是 Ｔ２ＤＭ患者骨骼系统常见并发
症，发病率高达 ３７．８％［１］，患者多呈现骨矿物质密度
降低、骨脆性增加等特征。

　　大豆异黄酮属于植物雌激素，可发挥抗动脉粥样
硬化、改善胰岛素分泌障碍、抑制癌症发生、抗骨质疏

松症等多种生物学效应［２］。雌马酚（ｅｑｕｏｌ，Ｅｑ）是大豆
异黄酮在体内代谢的终产物之一，其生物学效应较大

豆异黄酮更强。课题组前期研究发现 Ｅｑ可促进成骨
细胞增殖，改善患者绝经后骨质疏松症［３－４］。绝经后

骨质疏松症以雌激素缺乏为主要发病机制，而ＤＯＰ的
发病涉及糖脂代谢毒性、细胞因子水平变化、氧化应

激、炎症反应、糖尿病并发症等多种因素，其发病机制

相较于绝经后骨质疏松症更为复杂［５］。迄今为止关

于Ｅｑ对ＤＯＰ的疗效及机制鲜有报道。本研究开展体
外实验探讨Ｅｑ在高糖高脂环境下对成骨细胞增殖和凋
亡的影响及机制，为ＤＯＰ的预防和治疗提供新的实验
依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　本研究主要使用的材料：ＲＯＳ１７／２．８成骨细胞
（武汉普诺赛生命科技有限公司），Ｓ雌马酚（上海大
赛璐药物手性技术有限公司），高糖高脂试剂盒（西安

鲲创科技发展有限公司），细胞周期与凋亡检测试剂

盒（上海碧云天公司）、ＡｎｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ／ＰＩ细胞凋亡
检测试剂盒（武汉赛维尔公司），磷脂酰肌醇 ３激酶
（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶 Ｂ
（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，ＡＫＴ）及磷酸化ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ多克隆抗
体（ｐＰＩ３Ｋ，ｐＡＫＴ）（美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司），细胞周期

蛋白Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、Ｂ淋巴细胞瘤２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，
Ｂｃｌ２）、Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ＡｓｓｏｃｉａｔｅｄＸ，Ｂａｘ）、切
割型半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶３（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３）
多克隆抗体（上海 Ａｂｍａｒｔ公司），甘油醛３磷酸脱氢
酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）
单克隆抗体（上海碧云天公司），ＬＹ２９４００２（ＰＩ３Ｋ抑制
剂，上海碧云天公司）。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＲＯＳ１７／２．８细胞在 ＤＭＥＭ培养
基（１０％胎牛血清，１％青链霉素）中培养。在细胞密
度达８０％后，胰酶消化细胞然后离心、重悬、传代。在
培养箱内（３７℃，５％ＣＯ２）传至第 ３代后收集对数期
细胞进行后续实验。

１．２．２　细胞分组及干预　　采用２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋
２５０μｍｏｌ／Ｌ棕榈酸钠模拟 Ｔ２ＤＭ机体成骨细胞高糖
高脂细胞微环境，ＳＥｑ粉剂溶于ＤＭＳＯ溶剂配制不同
浓度梯度 Ｅｑ母液。实验分组依次为对照组（Ｃ组，
５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、模型组（Ｍ组，２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖
＋２５０μｍｏｌ／Ｌ棕榈酸钠）、Ｅｑ－７组（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋
２５０μｍｏｌ／Ｌ棕榈酸钠，１×１０－７ｍｏｌ／ＬＥｑ）、Ｅｑ－６组
（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖 ＋２５０μｍｏｌ／Ｌ棕榈酸钠，１×
１０－６ｍｏｌ／ＬＥｑ）、Ｅｑ－５组（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋２５０μｍｏｌ／Ｌ
棕榈酸钠，１×１０－５ｍｏｌ／ＬＥｑ），药物干预２４ｈ后进行后
续检测。

１．２．３　ＣＣＫ８检测细胞活力　　细胞接种于９６孔板
（５×１０３／孔），待细胞贴壁后更换低血清ＤＭＥＭ培养基
（５％ＦＢＳ），按１．２．２所述进行分组干预，每组６个复
孔，２４ｈ后ＣＣＫ８检测细胞活力，重复实验 ３次。细
胞存活率＝［（Ａｓ－Ａｂ）／（Ａｃ－Ａｂ）］×１００％，细胞抑制
率＝［（Ａｃ－Ａｓ）／（Ａｃ－Ａｂ）］×１００％。Ａｓ：实验孔吸光
度；Ａｃ：对照孔吸光度；Ａｂ：空白孔吸光度。
１．２．４　ＨＥ染色观察细胞形态　　细胞接种于６孔板
（２×１０４／孔），制备细胞爬片，待细胞贴壁后更换低血

０５３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



清ＤＭＥＭ培养基，分组干预 ２４ｈ后取出爬片，ＨＥ染
色检测细胞形态变化。

１．２．５　流式细胞术检测细胞凋亡　　分组干预２４ｈ
后收集细胞，ＰＢＳ洗涤、重悬后依次加入 Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ、ＰＩ、ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染液，避光孵育１０ｍｉｎ后流
式细胞仪检测细胞凋亡。

１．２．６　流式细胞术检测细胞周期　　分组干预２４ｈ
后收集细胞，经ＰＢＳ洗涤、７０％乙醇４℃固定、ＰＢＳ重
悬，依次加入ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ、ＰＩ、ＲＮａｓｅＡ染液，３７℃避
光孵育３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测细胞周期。
１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　细胞经离心、裂解后获
取蛋白上清，按照常规操作进行电泳、转膜、封闭，一抗

４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜 ３×１０ｍｉｎ后二抗室温孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３×１０ｍｉｎ，ＥＣＬ显影液显影，以ＧＡＰＤＨ
为内参，ＩｍａｇｅＪ软件计算各组蛋白相对表达量。
１．２．８　联合ＰＩ３Ｋ抑制剂　　细胞干预分组依次为Ｃ
组（５．５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖）、Ｍ组（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋
２５０μｍｏｌ／Ｌ棕榈酸钠）、Ｅｑ组（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡萄糖＋

２５０μｍｏｌ／Ｌ棕榈酸钠，１×１０－５ｍｏｌ／ＬＥｑ）、Ｅｑ＋ＬＹ２９４００２
组（Ｅｑ组联合ＬＹ２９４００２），Ｍ＋ＬＹ２９４００２组（Ｍ组联合
ＬＹ２９４００２），重复前述实验步骤。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进行统计学检验。用
珋ｘ±ｓ表示计量资料，多组间比较采用单因素方差分析，
两组间比较采用 ＬＳＤ检验。检验标准设定 α＝０．０５，
当Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｅｑ改善高糖高脂环境下 ＲＯＳ１７／２．８细胞活性
及形态结构

　　ＣＣＫ８结果显示，与 Ｃ组比较，Ｍ组细胞存活率
降低、细胞抑制率增加（Ｐ＜０．０５），细胞萎缩，细胞胞质
和胞核浓缩，细胞凸起回缩或消失。与 Ｍ组比较，各
Ｅｑ干预组细胞存活率显著增加、细胞抑制率显著降低
（Ｐ＜０．０５），细胞形态结构损伤明显减轻，且Ｅｑ的干预
效应随浓度升高而增强。见图１。
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图１　Ｅｑ改善高糖高脂环境下ＲＯＳ１７／２．８细胞活性及形态结构　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

１５３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）
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Ａ：流式细胞术检测高糖高脂环境下不同浓度Ｅｑ干预对ＲＯＳ１７／２．８细胞凋亡的影响；Ｂ：高糖高脂环境下不同浓度 Ｅｑ干预后
ＲＯＳ１７／２．８细胞凋亡比例；Ｃ：流式细胞术检测高糖高脂环境下不同浓度Ｅｑ干预对ＲＯＳ１７／２．８细胞周期的影响；Ｄ：高糖高脂
环境下不同浓度Ｅｑ干预后ＲＯＳ１７／２．８细胞各周期比例　ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ组比较；ｃ：Ｐ＜０．００１，与Ｍ组比较

图２　Ｅｑ对高糖高脂环境下ＲＯＳ１７／２．８细胞凋亡及周期的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．２　Ｅｑ减少高糖高脂环境下 ＲＯＳ１７／２．８细胞凋亡、
加快细胞周期

　　流式细胞术结果显示，Ｍ组细胞凋亡率为（２０．５３±
１．０２）％，细胞周期 Ｇ１期比例为（５３．９０±４．３６）％，均
显著高于 Ｃ组（Ｐ＜０．０５），细胞周期 Ｓ期比例为
（２４．２±０．２６）％，显著低于Ｃ组（Ｐ＜０．０５）。与Ｍ组相
比，各Ｅｑ组细胞凋亡率显著降低（Ｐ＜０．０５），细胞周期
Ｇ１期比例减少、Ｓ期比例增加（Ｐ＜０．０５），且 Ｅｑ对细
胞周期、细胞凋亡的调控效应随着浓度升高而增强，在

ＳＥｑ浓度达到１０－５ｍｏｌ／Ｌ时，细胞凋亡率降至（９．０３±
０．４４）％，细胞周期Ｇ１期降至（３７．６３±１．４５）％，Ｓ期比
例升至（３５．５３±１．００）％。见图２。
２．３　Ｅｑ调节高糖高脂环境下 ＲＯＳ１７／２．８细胞相关

蛋白的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与Ｃ组比较，Ｍ组ＲＯＳ１７／２．８

成骨细胞ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ磷酸化程度显著下调（Ｐ＜０．０５），
Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达增加（Ｐ＜０．０５），Ｂｃｌ２、
ＣｙｃｌｉｎＤ１表达减少（Ｐ＜０．０５）。与Ｍ组比较，Ｅｑ干预
可上调 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ磷酸化程度（Ｐ＜０．０５），抑制 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达、促进Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１表达（Ｐ＜
０．０５），且Ｅｑ对上述蛋白表达的调控效应随着浓度升
高而增强。见图３。
２．４　ＬＹ２９４００２显著降低 Ｅｑ对高糖高脂环境下

ＲＯＳ１７／２．８细胞活性的影响
　　与Ｍ组比较，Ｅｑ组细胞存活率显著增加、细胞抑
制率显著降低（Ｐ＜０．０５），分别为（８３．５３±１．６９）％、
（１６．４７±１．６９）％。与 Ｅｑ组比较，Ｅｑ＋ＬＹ２９４００２组细
胞存活率显著降低、细胞抑制率显著增加（Ｐ＜０．０５），
分别为（６１．１２±１．０５）％、（３８．８９±１．０５）％。见图４。

２５３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!"#!$

（
$%"&'

(）
!

!)*

（
$$"&'

(）
!

"#+),+- ")./).+!(

（
&0"&'

(）
!

12"#345&

（
(6"&'

(）
!

7895:

（
(%"&'

(）
!

8

& $ ( 6 ;

9<(=

（
;;"&'

(）
!

/!9<(=

（
;;"&'

(）
!

8=>

（
%$"&'

(）
!

/!8=>

（
%$"&'

(）
!

!

'?@

'?%

'?6

'?$

'

蛋
白
相
对
表
达
量

1

&?'

'?@

'?%

'?6

'?$

'

蛋
白
相
对
表
达
量

5

&?'

'?@

'?%

'?6

'?$

'

蛋
白
相
对
表
达
量

A

'?@

'?%

'?6

'?$

'

蛋
白
相
对
表
达
量

B

&?'

'?@

'?%

'?6

'?$

'

/
!
9
<
(
=
C
9
<
(
=

7

&?'

'?@

'?%

'?6

'?$

'

/
!
8
=
>
D
8
=
>

)

)

E"

"

)

)"

)"

"

)

)-

"

"

)

)-

"

"

)

)

)"

"

)

)"

"

"

& $ ( 6 ;

& $ ( 6 ;

组别
& $ ( 6 ;

组别
& $ ( 6 ;

组别

& $ ( 6 ;

组别
& $ ( 6 ;

组别
& $ ( 6 ;

组别

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测高糖高脂环境下不同浓度Ｅｑ干预对ＲＯＳ１７／２．８细胞蛋白表达的影响；Ｂ～Ｇ：Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、
ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ的蛋白相对表达量；１：Ｃ组；２：Ｍ组；３：Ｅｑ－７组；４：Ｅｑ－６组；５：Ｅｑ－５组；ａ：Ｐ＜０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｃ组比
较；ｃ：Ｐ＜０．００１，ｄ：Ｐ＜０．０１，与Ｍ组比较

图３　Ｅｑ对高糖高脂环境下ＲＯＳ１７／２．８细胞相关蛋白表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：ＣＣＫ８检测高糖高脂环境下Ｅｑ联合ＬＹ２９４００２干预对ＲＯＳ１７／２．８细胞存活率的影响，Ｂ：ＣＣＫ８检测高糖高脂环境下Ｅｑ联
合ＬＹ２９４００２干预对ＲＯＳ１７／２．８细胞抑制率的影响　１：Ｃ组；２：Ｍ组；３：Ｅｑ组；４：Ｅｑ＋ＬＹ２９４００２组；５：Ｍ＋ＬＹ２９４００２组；ａ：Ｐ＜
０．００１，与Ｃ组比较；ｂ：Ｐ＜０．００１，与Ｍ组比较；ｃ：Ｐ＜０．００１，与Ｅｑ组比较

图４　联合ＬＹ２９４００２后Ｅｑ对高糖高脂环境下ＲＯＳ１７／２．８细胞活性的影响　（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

２．５　ＬＹ２９４００２显著降低 Ｅｑ对高糖高脂环境下
ＲＯＳ１７／２．８细胞凋亡和周期的影响

　　流式细胞术结果显示，Ｅｑ组细胞凋亡率（１１．１３±
２．３０）％、细胞周期Ｇ１期比例（４１．３±１．５１）％，均显著
低于Ｍ组（Ｐ＜０．０５），细胞周期 Ｓ期比例为（３８．５７±

１．３５）％，显著高于Ｍ组（Ｐ＜０．０５）。与Ｅｑ组相比，Ｅｑ
＋ＬＹ２９４００２组细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０５），达
（１６．５７±２．３１）％，细胞周期 Ｇ１期比例显著增加（Ｐ＜
０．０５）、Ｓ期比例明显降低（Ｐ＜０．０５），分别为（５０．８０±
１．５７）％、（３０．９３±２．２０）％。见图５。

３５３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）
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Ａ：高糖高脂环境下Ｅｑ联合 ＬＹ２９４００２干预对 ＲＯＳ１７／２．８细胞凋亡的影响；Ｂ：高糖高脂环境下 Ｅｑ联合 ＬＹ２９４００２干预后
ＲＯＳ１７／２．８细胞凋亡率；Ｃ：高糖高脂环境下Ｅｑ联合ＬＹ２９４００２干预对ＲＯＳ１７／２．８细胞周期的影响；Ｄ：高糖高脂环境下Ｅｑ联
合ＬＹ２９４００２干预后 ＲＯＳ１７／２．８细胞各周期比例　１：Ｃ组；２：Ｍ组；３：Ｅｑ组；４：Ｅｑ＋ＬＹ２９４００２组；５：Ｍ＋ＬＹ２９４００２组；ａ：Ｐ＜
０．００１，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ组比；ｃ：Ｐ＜０．００１，与Ｍ组比较；ｄ：Ｐ＜０．００１，与Ｅｑ组比较

图５　联合ＬＹ２９４００２后Ｅｑ对高糖高脂环境下ＲＯＳ１７／２．８细胞凋亡和周期的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．６　ＬＹ２９４００２显著降低 Ｅｑ对高糖高脂环境下
ＲＯＳ１７／２．８细胞相关蛋白表达的调控作用

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与Ｍ组比较，Ｅｑ干预可显
著上调ＡＫＴ磷酸化程度，促进Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表
达、抑制Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达（Ｐ＜０．０５）。与Ｅｑ
组比较，Ｅｑ＋ＬＹ２９４００２组ＡＫＴ磷酸化程度受到显著抑
制，Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达显著下调，Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３表达显著上调（Ｐ＜０．０５）。见图６。

３　讨论

　　Ｅｑ是植物雌激素大豆异黄酮的体内代谢产物，与
大豆异黄酮相比，Ｅｑ的结构更稳定、生物学效应更强。
研究表明大豆异黄酮对人体的健康效应与机体能否将

大豆异黄酮代谢为 Ｅｑ密切相关［６］，能将大豆异黄酮

代谢为Ｅｑ者可通过摄入大豆异黄酮获得更大的健康

益处。自 Ｅｑ被首次分离提取后，应用于多种疾病的
预防和治疗研究［７－８］。但目前关于 Ｅｑ对 ＤＯＰ是否具
有改善作用及机制鲜有研究报道。本研究探讨 Ｅｑ对
高糖高脂环境下成骨细胞增殖、凋亡的影响及其机制。

３．１　Ｅｑ对高糖高脂环境下成骨细胞的保护作用
　　糖脂代谢紊乱是 Ｔ２ＤＭ患者最显著临床特征，主
要表现为高糖高脂血症［９］。本研究采用葡萄糖联合

棕榈酸钠模拟Ｔ２ＤＭ患者机体成骨细胞高糖高脂微环
境［１０］。ＣＣＫ８结果显示，在高糖高脂（２５ｍｍｏｌ／Ｌ葡
萄糖＋２５０ｕｍｏｌ／Ｌ棕榈酸钠）环境下成骨细胞存活率
显著降低、细胞抑制率显著增加。结合 ＨＥ染色发现，
高脂高糖环境导致成骨细胞形态结构明显损伤，而在

给予不同浓度梯度 Ｅｑ干预后，可显著提高成骨细胞
存活率、改善成骨细胞形态结构，且呈浓度梯度趋势。

此外，流式细胞术检测结果显示高糖高脂环境下成骨

４５３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测高糖高脂环境下 Ｅｑ联合 ＬＹ２９４００２干预对 ＲＯＳ１７／２．８细胞蛋白表达的影响；Ｂ～Ｆ：ｐＡＫＴ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白相对表达量　１：Ｃ组；２：Ｍ组；３：Ｅｑ组；４：Ｅｑ＋ＬＹ２９４００２组；５：Ｍ＋ＬＹ２９４００２组；ａ：Ｐ＜０．００１，
ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃ组比较；ｃ：Ｐ＜０．００１，ｄ：Ｐ＜０．０１，ｅ：Ｐ＜０．０５，与Ｍ组比较；ｆ：Ｐ＜０．００１，与Ｅｑ组比较

图６　联合ＬＹ２９４００２后Ｅｑ对高糖高脂环境下ＲＯＳ１７／２．８细胞相关蛋白表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

细胞凋亡率增高，细胞周期 Ｇ１期比例增加、Ｓ期比例
降低。细胞周期主要由 Ｇ１／Ｓ期、Ｇ２／Ｍ期、纺锤体装
配３个检测点进行调节，细胞周期进展的关键在于
Ｇ１／Ｓ期的过渡

［１１］。高脂高糖环境下成骨细胞的细胞

周期阻滞于 Ｇ１期，提示成骨细胞的增殖分裂能力降
低，而Ｅｑ干预不仅降低了成骨细胞凋亡率，还能加快
Ｇ１／Ｓ期进展，促进成骨细胞分裂增殖，且Ｅｑ的干预效
应随浓度升高而增强。

３．２　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路与成骨细胞的增殖、凋亡
　　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路是调节骨骼生长发育的关键通
路，在成骨细胞增殖、凋亡等生理过程中发挥重要作

用。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路由 ＰＩ３Ｋ、中间效应因子、ＡＫＴ构
成，在受体酪氨酸激酶激活后，ＰＩ３Ｋ将磷脂酰肌醇二
磷酸磷酸化，导致磷脂酰肌醇三磷酸积累并激活
ＡＫＴ，调控下游 ＣｙｃｌｉｎＤ１、胰岛素样生长因子 １、Ｒｕｎｔ
相关转录因子 ２、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２等多种蛋白表达，进而调
节成骨细胞的增殖、分化和凋亡过程［１２］。而Ｔ２ＤＭ可
降低成骨细胞 ＰＩ３Ｋ和 ＡＫＴ的磷酸化程度、抑制
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路效应，是ＤＯＰ发生发展的重要促进因
素［１３］。ＣｙｃｌｉｎＤ１是调控细胞周期 Ｇ１期的关键蛋白，

能够推动细胞周期由Ｇ１期向Ｓ期转换，在整个细胞周
期进展及细胞增殖中发挥关键作用。文献［１４］指出，
在ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路受抑制后，ＧＳＫ３β等磷酸化程度升
高，ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白经泛素蛋白酶体降解增多，细胞增
殖分裂受抑制。Ｂｃｌ２基因家族属于原癌基因家族，在
调控线粒体途径介导的细胞凋亡中发挥重要作用，该

基因家族表达的 Ｂｃｌ２属于抗凋亡蛋白，可通过蛋白
的跨膜锚定区锚定于线粒体外膜，抑制线粒体细胞色

素Ｃ的释放及ｃａｓｐａｓｅ３的活化，减少线粒体介导的细
胞凋亡。Ｂａｘ功能与 Ｂｃｌ２相反，是 Ｂｃｌ２家族最重要
的促凋亡因子，可与Ｂｃｌ２构成异源二聚体，改变线粒
体膜通透性、激活ｃａｓｐａｓｅ３，导致细胞凋亡增加。相关
研究发现 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路抑制可导致成骨细胞 Ｂｃｌ２／
Ｂａｘ比例降低，ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达增多，导致细胞
凋亡［１５］。

３．３　Ｅｑ激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路、调控下游靶蛋白表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，高糖高脂环境下成骨细胞
ＰＩ３Ｋ及ＡＫＴ磷酸化程度显著降低，与王昆［１６］研究结

果一致。另外本次研究发现，高糖高脂环境下成骨细

胞 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２表达显著降低、Ｂａｘ和 ｃｌｅａｖｅｄ

５５３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）



ｃａｓｐａｓｅ３表达显著升高，而 Ｅｑ干预能够激活 ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ通路、提高 ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｂｃｌ２表达水平、下调 Ｂａｘ、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达水平，减轻高糖高脂诱发的成骨
细胞凋亡、推动细胞周期进展，并且随着 Ｅｑ浓度升
高，其干预效应增强。综合上述结果，本研究推测 Ｅｑ
可能通过调节 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路进而调控 ＣｙｃｌｉｎＤ１、
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３等下游分子表达，发挥成
骨细胞保护效应。为进一步验证ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的作
用，本研究联合应用 ＰＩ３Ｋ抑制剂，结果显示在联合应
用ＰＩ３Ｋ抑制剂后，Ｅｑ抑制高脂高糖环境下成骨细胞
凋亡、促进细胞增殖的效应显著降低，对 ＣｙｃｌｉｎＤ１、
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３等蛋白的调控能力显著减
弱，提示Ｅｑ主要通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路对高糖高脂环境
下成骨细胞发挥保护效应。另外，在应用 ＬＹ２９４００２
后，本研究发现Ｍ＋ＬＹ２９４００２组ＲＯＳ１７／２．８细胞的细
胞活性、细胞凋亡和周期、细胞蛋白表达等指标虽然略

高于或低于Ｍ组，但两组各指标尚无统计学差异，分
析原因可能如下：①根据２．３结果，ＲＯＳ１７／２．８细胞的
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路在高糖高脂环境下已被显著抑制，在
此情况下联合应用 ＬＹ２９４００２效应不显著，因而未出
现叠加效应；②根据 ２．１结果，高糖高脂环境下
ＲＯＳ１７／２．８细胞形态显著改变、活性极大降低，导致细
胞对ＬＹ２９４００２反应不明显、ＬＹ２９４００２效应不显著。
　　本研究首次探讨了 Ｅｑ对高糖高脂环境下成骨细
胞增殖、凋亡的影响及机制，为 Ｅｑ的健康效应研究及
ＤＯＰ的防治工作提供了实验依据。
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