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姜黄素调控 HO-1改善高糖环境下骨髓间充质干细胞的成骨分化

魏咸亭 1，陈宝康 1，董 鑫 2，闫 康 2，张小平 2，廖 博 2　（1. 空军军医大学基础医学院，陕西 西安 710032；2. 空军军医大学

第二附属医院骨科，陕西 西安 710038）

［摘 要］　目的　探讨姜黄素对高糖环境下人骨髓间充质干细胞（hBMSCs）成骨分化的影响及其机制。方法　将培养的

hBMSCs分为正常组、高糖组和高糖+姜黄素组。通过检测碱性磷酸酶（ALP）活性评估各组细胞早期成骨分化水平；茜素红染色评估

成骨分化晚期矿化结节的形成情况；RT-PCR检测成骨诱导分化 21 d后成骨相关基因Runt相关转录因子 2（Runx2）、骨钙素（OCN）和

Ⅰ型胶原蛋白（COL-1）的表达；采用 Western blot 检测各组细胞中血红素氧合酶-1（HO-1）的表达；进一步构建 HO-1 小干扰 RNA
（siRNA）模型并检测干扰效率，对比高糖+姜黄素组和高糖+姜黄素+siHO-1 组成骨相关蛋白（Runx2、OCN 和 COL-1）的表达水平。

结果　与正常组比较，高糖组细胞ALP活性降低，矿化结节形成减少，成骨相关基因（Runx2、OCN、COL-1）表达下降，HO-1的表达受

到抑制（P<0. 05）；与空载体组相比，siHO-1组HO-1表达显著下降，表明 siRNA干扰成功（P<0. 01）。相比高糖+姜黄素组，高糖+姜黄

素+siHO-1组成骨相关蛋白（OCN、COL-1和Runx2）的表达水平均下降（P<0. 05）。结论　姜黄素可改善高糖环境下 hBMSCs的成骨

分化能力，且与HO-1的表达有关。
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Curcumin promotes osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells under high glucose 
environment by regulating HO-1
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Abstract: Objective　To study the effect of curcumin on osteogenic differentiation of human bone marrow mesenchymal stem cells 
（hBMSCs） in high glucose condition and its mechanism. Methods　The cultured hBMSCs were divided into the normal group， high glucose 
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group， and high glucose+curcumin group.  The early osteogenic differentiation level of the cells in each group was assessed by detecting 
alkaline phosphatase （ALP） activity.  Alizarin red staining was used to evaluate the formation of mineralized nodules in the late stage of osteo⁃
genic differentiation.  The expression of osteogenic-related genes， including Runt-related transcription factor 2 （Runx2）， osteocalcin 
（OCN）， and type Ⅰ collagen （COL-1）， was detected by RT-PCR after 21 days of osteogenic induction.  Western blot was used to detect the 
expression of heme oxygenase-1 （HO-1） in each group.  Furthermore， an HO-1 small interfering RNA （siRNA） model was constructed and 
its interference efficiency was assessed. The expression levels of osteogenesis-related proteins （Runx2， OCN， and COL-1） between the high 
glucose+curcumin group and high glucose+curcumin+siHO-1 group were compared. Results　Compared with the normal group， the high 
glucose group showed decreased ALP activity， reduced formation of mineralized nodules， decreased expression of osteogenic-related genes 
（Runx2， OCN， and COL-1）， and inhibited expression of HO-1 （P<0. 05）.  Compared with the empty vector group， the siHO-1 group 
showed significantly reduced expression of HO-1 in cells， indicating successful siRNA interference （P<0. 01）.  Compared with the high 
glucose+curcumin group， the expression levels of osteogenesis-related proteins （OCN， COL-1， and Runx2） were all decreased in the high 
glucose+curcumin+siHO-1 group （P<0. 05）. Conclusion　Curcumin can promote osteogenic differentiation of hBMSCs under high glucose 
environment，which is related to the expression of HO-1.

Keywords: curcumin；human bone marrow mesenchymal stem cells；osteogenic differentiation；heme oxygenase-1

糖尿病发展到晚期常常伴随着诸多并发症，如糖

尿病肾病、视网膜病变、神经病变等，而糖尿病性骨质

疏松症却常常被忽视[1-2]。糖尿病性骨质疏松症的主

要特征为单位体积骨量减少、骨组织显微结构受损、

骨脆性增加、易发生骨折等。流行病学数据表明，糖

尿病患者继发糖尿病性骨质疏松症的概率约为

60%[3]。骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal 
stem cells，BMSCs）因具有多向分化潜能、增殖能力强

等特性，在组织工程学领域受到高度关注[4-5]。但其自

发诱导成骨分化能力不足，如何提高成骨分化率，对

骨质疏松症的治疗具有重要意义。

姜黄素是从姜黄的根茎中分离出来的酚类天然

物质，是姜黄中的活性药物成分，具有生物活性。研

究表明，姜黄素具有抗炎、抗氧化应激、抗感染和促成

骨等药理学活性[6-7]。越来越多的证据表明，姜黄素会

影响骨骼的重建与代谢。文献报道，姜黄素在体外能

够有效抑制炎症反应和氧化应激，减少细胞凋亡，调

节破骨细胞和成骨细胞的活性[8-9]。不仅如此，姜黄素

还可减少脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）刺激引起的

成骨细胞凋亡，改善线粒体功能，增加骨密度，缓解骨

质疏松症[10]，其具体机制仍未完全明确。姜黄素对高

糖环境下 BMSCs 成骨能力的影响尚需进一步探讨。

本研究将从细胞层面探讨姜黄素是否能够促进高糖

环境下BMSCs的成骨分化、成骨相关基因及蛋白的表

达，阐明姜黄素在高糖环境下促进成骨分化的潜在机

制，以期为糖尿病性骨质疏松症的治疗提供依据。

1　材料与方法

1. 1　细胞、仪器、药品与试剂

细胞：hBMSCs 购自中国科学院上海生科院细胞

资源中心。

仪器：生物安全柜（上海力康仪器有限公司，型

号：HFsafe1500LC）；CO2培养箱（美国赛默飞公司，型

号：SERIES 3 Forma 4111）；全波长酶标仪（瑞士 Tecan
公司，型号：Spark infinite 200 pro）；超微量核酸蛋白定

量仪（美国赛默飞公司，型号：Nanodrop2000）；聚合酶

链式反应（polymerase chain reaction, PCR）仪（瑞士

Roche公司，型号：Light-Cycler 480）；垂直电泳槽、转膜

仪、电泳仪均购自美国Bio-rad公司。

药品与试剂：姜黄素对照品（成都曼思特生物科

技有限公司，批号：20191022，纯度：≥96%）；柱式Trizol
总 RNA 提取试剂盒（上海生工生物工程股份有限公

司，批号：Y1411）；反转录试剂盒（日本Takara公司，批

号：M5304150）；逆转录聚合酶链式反应 （reverse tran⁃
scription polymerase chain reaction, RT-PCR）试剂盒（日

本Takara公司，批号：A25415）；胰酶（美国Gibco公司，

批号：2616999）；α-改良 Eagle（alpha minimum essential 
medium, α-MEM）完全培养基（美国 Gibco 公司，批号：

M431168）、PBS（武汉普诺赛生命科技有限公司，批号：

230423S）、碱 性 磷 酸 酶（alkaline phosphatase, ALP）
试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，批号：

2193430）；hBMSCs诱导分化培养基（苏州赛业生物科

技有限公司，批号：2659043）；血红素氧合酶-1（heme 
oxygenase-1, HO-1）抗体（英国 Abcam 公司，批号：

84562）、骨钙素（osteocalcin antibody, OCN）抗体（英国

Abcam公司，批号：15654）、Runt相关转录因子 2（Runt-
related transcription factor 2, Runx2）抗体（英国 Abcam
公司，批号：95874）、双缩脲酸（bicinchoninic acid, 
BCA）蛋白试剂盒（美国赛默飞公司，批号：M23227）。

1. 2　方法

1. 2. 1　细胞培养与传代　　取冻存的 hBMSCs，于
37 ℃水浴锅中快速溶解后转移至离心管中，加适量的

α -MEM 完全培养基（含有 10% 胎牛血清和 1% 青霉
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素-链霉素），800 r/min离心 3 min。弃去上清，加 1 mL
完全培养基重悬，接种至培养皿中，于 37 ℃、5%CO2培
养箱中培养，细胞融合度为70%~80%时传代。

1. 2. 2　实验分组及成骨诱导分化培养　　实验分为

3组，正常组：葡萄糖浓度为 5. 5 mmol/L；高糖组：葡萄

糖浓度为 25 mmol/L；高糖+姜黄素组：姜黄素浓度为

1 μmol/L，葡萄糖浓度为25 mmol/L。取P4代hBMSCs，
接种至 6 孔板中，密度为 5×104/mL，待细胞融合度为

60% 后，将培养基更换为成骨诱导培养基，并按分组

向各组中加入相应量的葡萄糖和/或姜黄素，每 2 d换

液1次，诱导培养21 d。
1. 2. 3　ALP 定量检测　　各组细胞诱导分化至 7 d，
冷 PBS清洗 3次，每孔加入 1% TritonX-100 150 μL，利
用细胞刮刀将细胞从孔板底部完全刮除，使用移液枪

将细胞裂解液收集至 1. 5 mL EP 管中，4 ℃冰箱静置

30 min；4 ℃下以 12 000 r/min 离心 10 min。使用 BCA
蛋白试剂盒检测各样品的蛋白浓度，用分光光度计检

测 562 nm波长处各样品的ALP光密度（optical density, 
OD）值。

1. 2. 4　茜素红染色　　细胞诱导至 21 d，弃去原培养

基，PBS清洗 3次，4%聚全氟烷氧基固定 20 min后PBS
清洗 3 次；每孔加入 500 μL 茜素红染液室温染色

5 min，弃染液，PBS 清洗至无浮色，拍照。每孔加入

1 mL 10%（w/v）十六烷基三甲基溴化铵溶液，于 37 ℃
恒温振荡摇床溶解 1 h使钙化结节中的茜素红充分溶

出。各孔取100 μL于562 nm波长处测定OD值。

1. 2. 5　RT-PCR 检测成骨相关基因表达　　收集各

组细胞，使用 RNA 提取试剂盒提取各组总 RNA，超微

量核酸蛋白定量仪测定RNA浓度，用反转录试剂盒逆

转录合成 cDNA，进行RT-PCR；反应条件为：95 ℃预变

性 15 min，1 个循环；95 ℃变性 10 s，60 ℃退火延伸

32 s，共 40个循环。引物序列见表 1。以GAPDH为内

参对照，其相对表达量设为 1，采用 2-ΔΔCt法计算目的基

因mRNA的相对表达水平。

1. 2. 6　Western blot 检测 HO-1 蛋白的表达　　取诱

导培养了 21 d的细胞，离心收集细胞，提取蛋白，BCA
试剂盒测定细胞蛋白浓度，各孔上样量为 40 μg，12%

聚丙烯酰胺凝胶电泳进行蛋白分离，然后在 25 V、

2. 5 A 条件下转膜 7 min，将膜于 5% 脱脂奶粉中室温

封闭 1 h。 TBST 洗膜 3 次，每次 8 min；分别加入

GAPDH 和 HO-1 抗体，4 ℃孵育过夜；加对应二抗，室

温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 8 min，ECL 显影，

Image J软件分析蛋白条带灰度值。

1. 2. 7　siHO-1载体的构建　　由上海拓然公司构建

能够干扰 HO-1 的 siRNA 载体（siHO-1），将 hBMSCs 接
种于 12 孔板中，密度为 1×105/孔，当细胞融合度达到

85%时进行转染，设置空载体组（转染空载体）、siHO-1
组（转染 siHO-1）、高糖+姜黄素+siHO-1 组（高糖和姜

黄素条件下转染 siHO-1），siHO-1 载体（或空载体）和

转染试剂按 1∶1 混合后与细胞共培养 24 h， Western 
blot检测干扰效率。

1. 3　统计学处理

采用 GraphPad Prime 10. 2. 1软件进行数据分析，

对量化数据先使用Kolmogorov-Smirnova进行正态性验

证，正态分布的数据以均数±标准差（x̄±s）表示，采用独

立样本 t检验比较 2组间差异。P<0. 05为差异有统计

学意义。

2　结果

2. 1　姜黄素对高糖环境下细胞早期成骨分化的影响

各组细胞诱导分化 7 d后，检测ALP活性发现，与

正常组相比，高糖组细胞 ALP 活性明显降低，差异有

统计学意义（P<0. 01）；与高糖组相比，高糖+姜黄素组

细胞ALP活性明显提高，差异有统计学意义（P<0. 01），

见图1。

2. 2　姜黄素对高糖环境下细胞晚期成骨分化的影响

各组细胞诱导分化 21 d 后，茜素红染色结果显

示，正常组可见大量矿化结节，高糖组茜素红染色颜

色变浅，矿化结节减少，而高糖+姜黄素组染色颜色较

高糖组深，矿化结节形成增加。定量分析发现：与正

常组比较，高糖组矿化结节减少，差异有统计学意义

（P<0. 001）；与高糖组比较，高糖+姜黄素组矿化结节

增加，差异有统计学意义（P<0. 01），见图2。

表1　基因引物序列

基因名称

GAPDH

Runx2

OCN

COL-1

正向引物

反向引物

正向引物

反向引物

正向引物

反向引物

正向引物

反向引物

引物序列

5′-GACATGCCGCCTGGAGAAAC-3′
5′-AGCCCAGGATGCCCTTTAGT-3′
5′-GCCGGGAATGATGAGAACTA-3′
5′-GGACCGTCCACTGTCACTTT-3′

5′-GCAAATAAGGTAGTGAACAGACTCC-3′
5′-GTTTGTAGGCGGTCTTCAAGC-3′
5′-GCTGATGATGCCAATGTGGTT-3′

5′-CCAGTCAGAGTGG CACATCTTG-3′

**：与正常组比较，P<0.01；##：与高糖组比较，P<0.01
图1　各组细胞诱导分化7 d后ALP活性比较
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2. 3　姜黄素对高糖环境下各成骨分化相关基因表达

的影响

细胞诱导培养 21 d后，RT-PCR结果显示：高糖组

成骨相关基因 Runx2、OCN、COL-1的表达均较正常组

下降，差异具有统计学意义（P<0. 01）；而高糖+姜黄素

组上述 3种基因的表达较高糖组均明显升高，差异具

有统计学意义（P<0. 01），见图3。
2. 4　姜黄素对高糖环境下HO-1表达的影响

Western blot 结果显示，与正常组比较，高糖组

HO-1蛋白表达降低，差异有统计学意义（P<0. 01）；与

高糖组比较，高糖+姜黄素组 HO-1 蛋白表达升高，差

异有统计学意义（P<0. 01），见图 4。与空载体组比较，

siHO-1 组 HO-1 蛋白表达明显降低，差异具有统计学

意义（P<0. 01），证明 siHO-1 成功构建（图 5a）。与高

糖+姜黄素组比较，高糖+姜黄素+siHO-1组OCN、COL-1
和 Runx2 蛋白表达水平均下降，差异有统计学意义

（P<0. 01），见图5b。

3　讨论

BMSCs是一种来源于中胚层的干细胞，具备自我

更新和多向分化潜能，能够诱导分化为成骨细胞、脂

肪细胞、软骨细胞等。研究表明，糖尿病来源的

BMSCs 成骨能力低于正常来源的 BMSCs[11]，说明高糖

环境可能会导致BMSCs成骨分化功能降低，打破骨组

织的自我修复和再生平衡，从而诱发骨质疏松症。

姜黄素是姜黄根茎中分离得到的一种天然酚类

产物，并且其在实验和临床应用中均被认为是一种安

全有效的化合物。姜黄素能诱导破骨细胞的凋亡，阻

止破骨细胞的形成[12]，保护间充质干细胞免受氧化应

激引起的成骨抑制，减少骨吸收，对骨质疏松症有较

好的治疗作用。同时，姜黄素还可改善肥胖小鼠与肥

胖相关炎症和糖尿病，提高高脂诱导肥胖小鼠的骨强

度[13]。姜黄素在骨形成的调控中起着关键性的作

用[14]。因此，姜黄素对 BMSCs 成骨作用的影响，尤其

***：与正常组比较，P<0.001；##：与高糖组比较，P<0.01
图2　各组细胞诱导分化21 d茜素红染色定量分析

**：与正常组比较，P<0.01；##：与高糖组比较，P<0.01
图3　各组成骨相关基因表达情况

**：与正常组比较，P<0.01；##：与高糖组比较，P<0.01
图 4　各组细胞HO-1蛋白相对表达量

a、b：Western blot检测HO-1及成骨相关蛋白的表达    **：与空载体组比较，P<0.01；##：与高糖+姜黄素组比较，P<0.01
图5　姜黄素对高糖环境下成骨细胞中HO-1及成骨相关蛋白表达的影响
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是对高糖环境下成骨作用的影响，值得深入探究。

本研究探讨姜黄素对高糖环境下 hBMSCs成骨作

用的影响，重点监测了成骨诱导分化早期和晚期的两

个重要的指标：ALP活性和钙结节形成（茜素红染色），

结果显示：在高糖环境下，hBMSCs 的 ALP 活性降低、

矿化结节形成减少，说明其成骨分化能力受到抑制；

而姜黄素处理后，能在一定程度上提高其成骨分化的

能力。为了进一步证实姜黄素在高糖环境下对hBMSCs
的促成骨作用，本研究通过 RT-PCR 对成骨相关基因

Runx2、OCN及COL-1的表达水平进行了检测，结果显

示，高糖环境下成骨相关基因的表达均受到了抑制，

而姜黄素处理能逆转这一现象。另有研究表明，姜黄

素能够促进内皮细胞表达HO-1[15]，而HO-1在 hBMSCs
的分化过程中具有重要作用，由此推测姜黄素促进成

骨分化与 HO-1 的表达有关，而高糖环境下姜黄素是

否依旧能够提高 HO-1 的表达促进 hBMSCs 的分化需

进一步证实。本研究Western blot结果显示，高糖环境

下 HO-1 的表达受到抑制，而姜黄素处理后能明显提

高细胞中 HO-1 的表达水平，故推测姜黄素可能是通

过上调 HO-1 的表达逆转高糖对 hBMSCs 成骨能力的

抑制。为了验证这一假设，本实验成功构建 HO-1 干

扰模型，结果显示，通过靶向干扰 HO-1 后，成骨相关

蛋白Runx2、OCN和COL-1的表达均降低，说明姜黄素

促成骨分化的作用受到抑制，同时也证实了我们的推

测，HO-1参与了姜黄素对高糖环境下 hBMSCs成骨分

化能力的改善过程。

综上所述，本研究证实了姜黄素能够在一定程度

上逆转高糖环境对 hBMSCs 成骨能力的抑制作用，且

HO-1在该过程中发挥着重要作用，这对 hBMSCs在糖

尿病性骨质疏松症的临床治疗中具有一定的指导

意义。
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