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·基础研究·
大戟苷抑制大鼠骨髓间充质干细胞成骨分化 *
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摘要 目的：观察泽漆主要活性成分大戟苷（euphornin)对大鼠骨髓间充质干细胞（rMSC）成骨分化的影响。方法：从大鼠股骨中分

离培养 rMSC，并诱导其成骨分化。用 MTT 法检测细胞增殖情况，通过茜素红染色，碱性磷酸酶（ALP）活性检测和钙含量测定分

别定性、定量地判断其在成骨分化中的效果。实时定量 PCR（Q-PCR）检测主要成骨标志因子骨桥蛋白（OPN）和一型胶原蛋白

（COL-Ⅰ）及主要转录因子骨形成蛋白 2（BMP2）、Runt 相关转录因子 2（Runx2）和 Osterix（Osx）mRNA 的表达。结果：大戟苷能剂

量依赖性地抑制 rMSC 成骨分化，并一定程度地抑制其细胞增殖。COL-Ⅰ和 OPN 的表达在第 4、8 天分别有显著下降。BMP2、
Runx2 和 Osx 等关键转录因子的表达也被明显抑制。结论：大戟苷能抑制 rMSC 成骨分化，其作用主要是通过抑制 BMP 通路相

关因子的表达而实现的。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of euphornin, an active component from Euphorbia Helioscopia L, on the osteoge-
nic differentiation in rat mesenchymal stem cells (rMSC). Methods: rMSC were isolated from rat femurs, cultured and induced into
osteoblasts. MTT assay was applied to detect the role of euphornin on cell proliferation. Alkaline phosphatase (ALP) assay and calcium
content measurement were assigned to quantify the suppressed osteogenesis and alizarin reds (ARS) staining was conducted to visualize
it. Quantitative real-time PCR (Q-PCR) was used to evaluate the mRNA expression of marker genes in osteogenesis and master regulato-
rs in BMP pathway. Results: Euphornin suppressed osteogenesis of rMSC in a dose-dependent manner, and suppressed its proliferation to
some extent. In euphornin-treated cells, the expression of typeⅠ collagen (COL-Ⅰ) and osteopontin (OPN) were down-regulated at mR-
NA level on Day 4 and 8 respectively. The mRNA expression of bone morphogenetic protein-2 (BMP2), Runt-related transcription
factor-2 (Runx2), and osterix (Osx) also decreased. Conclusions: Euphornin suppresses the osteogenic differentiation of rMSC. The supp-
ression role might be exerted by down-regulating the expression of key transcriptional factors in BMP pathway.
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前言

泽漆（Euphorbia Helioscopia L.），又名猫眼草, 始载于《神农

本草经》，苦，微寒，据《本草纲目》记载，泽漆有利水消肿、消痰

退热、散结杀虫等功效。临床用于治疗腹水、水肿、肺结核、颈淋

巴结核、痰多喘咳、癣疮，民间还用于治疗宫颈癌、食道癌等，并

具有一定疗效。大戟苷是泽漆主要活性成分二萜酯类中的一种

（结构式见 Fig.1）。有研究发现它对部分细胞有毒性[1-4]，而 Barla
等发现它能作为有效的血管减压剂[5]。此外，虽然二萜类化合物

可以作为有效的 P- 糖蛋白抑制剂抵抗细胞的多药耐药性，大

戟苷在这方面的作用并不明显[6]。总之，目前对大戟苷的功能研

究比较少，而且都停留在初步检测上，并没有任何深入的机理
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研究。本实验首次发现它能抑制大鼠骨髓间充质干细胞的成骨

分化，并对其机理进行了进一步探索。

图 1 大戟苷结构式

Fig.1 Structure of Euphornin

1 材料与方法

1.1 材料

Sprague-Dawley 大鼠由北京维通利华实验动物技术有限

公司提供。胰酶和 αMEM 购自 Gibco 公司，胎牛血清（FBS）购

自 Hyclone 公司，茜素红 （ARS）、L- 抗坏血酸、地塞米松

（DEX）和 β- 甘油磷酸钠购于 Sigma 公司，RNA 提取液、Prime-
Script 逆转录试剂盒和 SYBR Premix Ex TaqTM 定量 PCR 试

剂盒购自 Takara 公司。钙含量测定试剂盒购自 BioAssay Sys-
tems 公司。碱性磷酸酶（ALP）试剂盒购自南京建成生物技术有

限公司。RIPA 细胞裂解液和 BCA 蛋白浓度测定盒购自碧云天

生物技术研究所。引物都由 Invitrogen 公司合成。大戟苷如[7]所

述制备（纯度达到 95%-99%），用二甲亚砜溶解成 10 mmol·L-1

母液，使用时用培养基稀释。
1.2 方法

1.2.1 rMSC 的分离、培养和成骨诱导 取 8-10 周的大鼠断颈，

取股骨，用针筒吸取培养基（含 10%胎牛血清的 αMEM）将骨

髓冲洗下来，在 37℃5%CO2 的培养箱里培养 4 天。吸走培养基

里未贴壁的细胞并用 PBS 洗，之后细胞每两天换液。在达到

70-80%汇合率时用胰酶消化，传代或者冻存。

将第三代的 rMSC 以 2.5×10 5 个 / 孔种到12 孔板中，汇合

率达到 70-80%时开始换用含成骨诱导剂 （10 mmol·L-1 DEX,
50 mg·L-1 L- 抗坏血酸和 10 mmol·L-1β- 甘油磷酸钠）的培养基

进行成骨诱导。每三天换一次液直至出现明显的成骨分化迹

象。期间培养液里加入不同浓度的大戟苷以检测其对 rMSC 成

骨分化作用的影响。
1.2.2 细胞增殖 将 rMSC 细胞以 5×103 个 / 孔种入 96 孔板。
24 小时后将培养基换成含成骨诱导剂的培养基，并分别加入 1
μmol·L-1、10 μmol·L-1、20 μmol·L-1 大戟苷。不加任何化合物的

细胞作为阴性对照。分别培养 1、2、3 天后将培养基换成 MTT
溶液 （0.5 g·L-1 MTT，5%胎牛血清 /DMEM），37 度培养 4 小时

后弃去培养基，每孔加入 150 μL DMSO，摇床上震荡 10 分钟，

用紫外分光光度计测其在 490nm 处的吸光值。
1.2.3 茜素红染色 诱导 14 天后，细胞用 PBS 洗涤 3 次，加入体

积分数为 0.1 的福尔马林固定 15 分钟，用 2%的 ARS（pH4.1）
室温染色 10 分钟。用 PBS 洗去浮色，并用相机和显微镜拍照。
1.2.4 ALP 活性检测 在开始诱导后的第 2、8、14 天，细胞用

PBS 洗涤，并用 RIPA 细胞裂解液裂解冰上裂解 20 分钟，

10000 转 / 分钟 10 分钟收集上清，按照试剂盒的要求检测 ALP
和总蛋白含量，最终以 ALP 值除以蛋白质浓度的结果进行统

计学分析。
1.2.5 钙含量检测 在成骨诱导后第 12 天，细胞用 PBS 洗涤

后，在 0.1 mol·L-1 HCl 中孵育 24 小时。上清按试剂盒要求测定

钙 含 量。去 除 HCl 的 细 胞 用 PBS 洗 涤 后 用 含 0.1 mol·L-1

NaOH，0.1% SDS 的裂解液裂解，测得总蛋白含量。最终以钙含

量除以蛋白质浓度的结果进行统计学分析。
1.2.6 Q-PCR 从细胞中提取 RNA，定量，并电泳确定其纯度。
逆转录试剂盒合成的 cDNA 用 SYBR green 荧光定量试剂盒配

成制造商所推荐的反应体系后在 PRISM 7300（ABI） 上进行

Q-PCR 反应。反应条件为：95℃ 30s 预变性；95℃ 5s; 60℃ 31s;
72℃ 20 s；一共扩增 40 个循环. 目标基因 mRNA 的相对含量

通过 ΔΔCt 的计算方法获得。所用引物序列见图 1。

表 1 Q-PCR 引物

Table 1 Primers for Q-PCR

Genes

OPN

COL-Ⅰ

BMP2

GAPDH

Runx2

Osx

Forward (5'-3')

CTCAAGGTCATCCCAGTTG

AAGAATGGCGACCGTGGTGA

AATAGTAGTTTCCAGCACCGA

TGGGTGTGAACCACGAGAA

CAACCACAGAACCACAAGTGC

CAACTGGCTTTTCTGTGGCAA

Reverse (5'-3')

TGTTTCCACGCTTGGTTCATC

ACGATGACCCTTTATGCCTCTGT

AAAGCTCTCCCACTGACTTGT

GGCATGGACTGTGGTCATGA

CACTGACTCGGTTGGTCTCG

TGGGTGCGCTGATGTTTGCT

1.2.7 统计分析 实验结果用（x±s) 表示，对实验结果进行 t 检

验，P＜0.05 认为存在显著性差异。

2 结果

2.1 大戟苷抑制 rMSC 的增殖

MTT 结果（Fig.2）显示，1 μmol·L-1 大戟苷对细胞增殖没有

影响，而随着浓度增加，5μmol·L-1 大戟苷在第 3 天,10 和 20
μmol·L-1 大戟苷在第 2、3 天都稍微抑制 rMSC 增殖。

4202· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.12 NO.22 AUG.2012

图 2 大戟苷抑制 rMSC 增殖 (x±s, n=3) MTT 实验检测细胞增殖情况

(*P<0.05 vs. 0 μmol·L-1 )

Fig.2 Euphornin suppressed proliferation of rMSC(x±s, n=3). rMSC

proliferation was measured with MTT assay (*P<0.05 vs. 0 μmol·L-1 )

2.2 大戟苷抑制 rMSC 的成骨分化

ARS 染色图片（Fig.3A）、ALP 活性定量检测（Fig.3B）和钙

浓度测定结果（Fig.3C）显示，大戟苷剂量依赖性地抑制 rMSC
的成骨分化，10 μmol·L-1 时在 D8 和 D14 天都有显著作用。结

合图 2 中各个浓度大戟苷对增殖的影响，本研究以 10μmol·L-1

作为研究其机理的浓度并以相同体积分数的 DMSO 作为对

照。

图 3 大戟苷抑制 rMSC 的成骨分化 (x±s, n=3)：A：诱导第 14 天

rMSC 茜素红染色 上面：相机拍照；下面：显微镜拍照 (40×)；B：碱性

磷酸酶活性结果；C：第 14 天钙含量测定 (*P<0.05 vs. 0μmol·L-1)

Fig.3 Euphornin suppressed osteogenic differentiation of rMSC (x±s,

n=3)：A：ARS staining of rMSC on D14 Upper: photographed with camera.

Lower: photographed with microscope (40×) ；B：ALP activity assay；

C：Calcium content assay on D14 (*P<0.05 vs. 0 μmol·L-1 )

2.3 大戟苷抑制 OPN 和 COL-Ⅰ的表达

COL-Ⅰ和 OPN 分别是细胞成骨分化前期和后期的标志

基因。Q-PCR 结果检测发现大戟苷使 COL 在诱导分化第四天

表达量下降了 70%，而 OPN在第 8 天表达量下降了 40%(Fig.4A)。
2.4 大戟苷通过 BMP 通路抑制 rMSC 成骨分化

研究发现 BMP 通路中的关键因子，BMP2、Runx2 和 Osx
表达量在大戟苷处理诱导后第 8、12 天都有显著下降(Fig.4B)。

图 4 大戟苷的处理抑制了成骨分化中标志基因和关键转录因子的表

达 (x±s, n=3)：用 10μmol·L-1 大戟苷成骨诱导 4 天(COL-Ⅰ)、8 天

（OPN，BMP2）或者 12 天（Runx2 和 Osx）后提取 RNA 用 Q-PCR 测量

mRNA 含量 control:只用 DMSO 处理的细胞 (*P<0.05 vs. control)

Fig.4 The expression of marker genes and key transcriptional factors in

osteogenic differentiation was down-regulated by euphornin treatment

(x±s, n=3)：Induced with 10μmol·L-1 euphornin for 4 days (COL-Ⅰ),

8 days (OPN, BMP2), or 12 days (Runx2 and Osx),RNA was collected and

Q-PCR was performed control: cells treated with DMSO

(*P<0.05 vs. control)

3 讨论

骨髓间充质干细胞的成骨分化是骨形成和重建中最重要

的一部分。而它易于获取，具有增殖能力、分化能力，又有临床

应用价值的特点，让它成为体外研究成骨分化的理想模型[8,9]。
本实验利用 rMSC 首次发现了大戟苷抑制成骨分化的特性。

大戟苷是由一个五元环和一个十二元环构成的假白榄烷

型二萜类化合物，这类化合物在泽漆中含量较高，是其主要活

性成分[10]。本研究发现大戟苷随着浓度的升高会稍微抑制细胞

的增殖。而 ALP 活性、钙含量和相应标志基因的检测表明大戟

苷能够很明显地抑制 rMSC 成骨分化。因此，可能抑制增殖与

抑制成骨分化间有一定的联系。
作为 TGFβ 蛋白超家族成员，BMP 蛋白自 1971 年发现以

来就被认为是成骨分化的关键促进因子[11,12]。而作为其信号通
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路的下游因子，Runx2 引导细胞向成骨成软骨方向发展，而

Osx 能最终诱导形成成骨细胞[13]。因此三者都是成骨诱导过程

中的关键转录调控因子，它们协同合作是控制细胞成骨分化的

经典途径。大戟苷很可能也是通过这条途径抑制了 rMSC 的成

骨分化。
总之，本研究首次发现大戟苷这种二萜类化合物对大鼠

MSC 成骨分化有明显抑制作用，可能可以应用于骨质增生等

相关疾病的治疗，开辟了认识这类化合物的新途径，有利于更

好地开发其资源。
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