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柚皮苷对体外培养骨髓间充质干细胞 Ｒｕｎｘ－２和
Ｏｓｔｅｒｉｘ表达及骨质疏松模型大鼠骨强度的影响

徐展望，李念虎

（山东中医药大学附属医院，山东　济南　２５００１４）

摘　要　目的：探讨柚皮苷对体外培养骨髓间充质干细胞Ｒｕｎｘ－２和Ｏｓｔｅｒｉｘ表达及骨质疏松模型大鼠骨强度的作用。方法：采用

髓腔冲洗离心法从雌性Ｌｅｗｉｓ大鼠股骨获取骨髓间充质干细胞，将传代培养后的细胞分为５组。Ａ组不进行干预，Ｂ组加入二甲

基亚砜，Ｃ、Ｄ、Ｅ组分别加入浓度为１μｇ·ｍＬ－１、１０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１的柚皮苷。培养６ｈ后收集细胞采用ＲＴ－ＰＣＲ法测

定各组细胞Ｒｕｎｘ－２和Ｏｓｔｅｒｉｘ的ｍＲＮＡ表达水平。将２４只雌性ＳＤ大鼠的卵巢切除，３个月后将其随机分为４组，每组６只。Ⅰ

组、Ⅱ组、Ⅲ组分别以６０ｍｇ·ｋｇ－１、３００ｍｇ·ｋｇ－１和１５００ｍｇ·ｋｇ－１柚皮苷灌胃，Ⅳ组给予等体积的ＰＢＳ灌胃，每天灌胃１次，持

续２个月。药物干预结束后，测定大鼠股骨强度和胫骨骨小梁面积。结果：①Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ和ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平。Ｂ、Ｃ、Ｄ、

Ｅ组大鼠骨髓间充质干细胞 Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ表达水平比较，差异有统计学意义［（１．１０±０．０２），（２．０５±０．３１），（２．７６±０．１４），

（１．８２±０．１０），Ｆ＝４４．０２１，Ｐ＝０．０００］。进一步两两比较，Ｃ、Ｄ、Ｅ组Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ表达水平高于Ｂ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝

０．０００）；Ｄ组高于 Ｃ组和 Ｅ组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）；Ｃ组和 Ｅ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．１５３）。Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组 Ｏｓｔｅｒｉｘ

ｍＲＮＡ表达水平比较，差异有统计学意义［（１．０２±０．１０），（１．１１±１．３５），（３．２４±０．３０），（２．５５±０．３５），Ｆ＝７．０３７，Ｐ＝０．０１２］。

进一步两两比较，Ｄ组和Ｅ组ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平高于Ｂ组（Ｐ＝０．０３１，Ｐ＝０．００５）；Ｃ组和Ｂ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝

０．８８６）；Ｃ组低于Ｄ组和Ｅ组（Ｐ＝０．００６，Ｐ＝０．０３９）；Ｄ组和Ｅ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．２６７）。②股骨生物力学强度。４

组骨质疏松模型大鼠股骨强度比较，差异有统计学意义［（７７３．３６±９．２１）Ｎ·ｍｍ－１，（８０５．６６±１６．００）Ｎ·ｍｍ－１，（７６６．７０±

３８．９６）Ｎ·ｍｍ－１，（７０７．４６±１５．８８）Ｎ·ｍｍ－１，Ｆ＝３７．７７６，Ｐ＝０．０００］。进一步两两比较，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组股骨强度均高于Ⅳ组（Ｐ＝

０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ⅰ组和Ⅲ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．５０９）；Ⅱ组高于Ⅰ组和Ⅲ组（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００１）。

③胫骨骨小梁面积。４组骨质疏松模型大鼠胫骨骨小梁面积比较，差异有统计学意义［（２２．２６±２．３２），（２５．１０±２．１８），（２３．６６±

３．２６），（１５．６３±２．００），Ｆ＝１４．１６８，Ｐ＝０．０００］。进一步两两比较，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组胫骨骨小梁面积均大于Ⅳ组（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，

Ｐ＝０．０００）；Ⅰ组与Ⅱ组和Ⅲ组比较，差异均无统计学意义（Ｐ＝０．０９０，Ｐ＝０．３８７）；Ⅱ组和Ⅲ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝

０．３７４）。结论：柚皮苷可促进体外培养的骨髓间充质干细胞中Ｒｕｎｘ－２和Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达，增强骨质疏松模型大鼠的骨强度，增大

骨小梁面积。
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基金项目：山东省自然科学基金面上项目（Ｙ２００８Ｃ１４７）
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ｓｔｒｅｎｇｔｈｏｆｇｒｏｕｐⅡ ｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｇｒｏｕｐⅠａｎｄｇｒｏｕｐⅢ （Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００１）．Ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｔｉｂｉａｌ

ｂｏｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａａｒｅａａｍｏｎｇｇｒｏｕｐⅠ，Ⅱ，Ⅲ ａｎｄⅣ （（２２．２６＋／－２．３２），（２５．１０＋／－２．１８），（２３．６６＋／－３．２６），（１５．６３＋／－２．００），Ｆ＝

１４．１６８，Ｐ＝０．０００）．ＦｕｒｔｈｅｒｐａｉｒｗｉｓｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｉｂｉａｌｂｏｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａａｒｅａｏｆｇｒｏｕｐⅠ，ⅡａｎｄⅢ ｗｅｒｅｌａｒｇｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆ

ｇｒｏｕｐⅣ （Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），ａｎｄｔｈｅｒｅｗｅｒｅｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｇｒｏｕｐⅠ，ⅡａｎｄⅢ （Ｐ＝０．０９０，Ｐ＝０．３８７），

ａｎｄｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐⅡａｎｄｇｒｏｕｐⅢ （Ｐ＝０．３７４）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｎａｒｉｎｇｉｎｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

Ｒｕｎｘ－２ａｎｄＯｓｔｅｒｉｘｉｎＢＭＳＣｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ，ａｎｄｉｔｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｂｏｎｅｓｔｒｅｎｇｔｈａｎｄｂｏｎｅｔｒａｂｅｃｕｌａａｒｅａｏｆｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓｒａｔ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ；Ｎａｒｉｎｇｉｎ；Ｄｒｙｎａｒｉａｆｏｒｔｕｎｅｉ；Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌ；Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２；Ｏｓｔｅｒｉｘ；Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ；

Ａｎｉｍａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｔｉｏｎ

　　５０岁以上女性中，２０％存在骨质疏松［１］，患者骨

强度减低，骨折风险增大［２］。Ｒｕｎｔ相关转录因子 ２
（Ｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ－２）是骨髓间
充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＢＭＳＣ）向成骨细
胞分化的特异性转录调节因子［３］，而 Ｏｓｔｅｒｉｘ是成骨
细胞分化和骨形成所必须的转录因子［４－５］。柚皮苷

是中药骨碎补的主要活性成分［６］，可以促进ＢＭＳＣ的
增殖与分化，并改善去卵巢大鼠的骨质疏松［７］。为了

探讨Ｒｕｎｘ－２和 Ｏｓｔｅｒｉｘ在柚皮苷防治骨质疏松中的
作用，我们进行了相应的实验研究，现报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验动物　雌性Ｌｅｗｉｓ大鼠５只，体质量１５０～
１８０ｇ，购自美国 Ｈａｒｌａｎ实验室，实验动物合格证号：
ＨＬＵＳ２０１１１０２３；３月龄雌性 ＳＤ大鼠２４只，平均体质
量２２０ｇ，购自山东中医药大学实验动物中心，实验动
物合格证号：ＳＣＸＫ（鲁）２００５００１５。
１．２　实验试剂　柚皮苷（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司），采用
二甲基亚砜重构，原液浓度１００μｇ·ｍＬ－１；ＤＭＥＭ培
养液（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；１０％胎牛血清、２ｍＭ谷
氨酰胺、１００单位·ｍＬ－１青霉素、１００μｇ·ｍＬ－１链霉
素（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。

１．３　实验仪器　ＢｏｓｅＥｌｅｃｔｒｏＦｏｒｃｅ３２２０载荷框架
（Ｂｏｓｅ公司）；ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅＥ８００倒置相差显微镜
（Ｎｉｋｏｎ公司）；ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ实时 ＰＣＲ测量仪（Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）。

２　方　法
２．１　检测柚皮苷对 ＢＭＳＣ中 Ｒｕｎｘ－２和 Ｏｓｔｅｒｉｘ基因
表达的影响

２．１．１　ＢＭＳＣ获取及培养　取雌性 Ｌｅｗｉｓ大鼠双侧
股骨，采用髓腔冲洗离心法获取 ＢＭＳＣ［８］。将冲洗得
到的细胞在３７℃、５％ＣＯ２和饱和湿度条件下培养，
培养液为 ＤＭＥＭ培养液 ＋１０％胎牛血清 ＋２ｍＭ谷
氨酰胺＋１００单位·ｍＬ－１青霉素 ＋１００μｇ·ｍＬ－１链
霉素。３ｄ后以ＰＢＳ冲洗，已贴壁细胞继续培养直至
达到９０％融合。然后将所得细胞进一步扩增，采用５
代以前的细胞进行实验。

２．１．２　ＢＭＳＣ分组及药物干预　按１×１０５个·ｍＬ－１

将细胞接种于１２孔培养板中，Ａ组不进行干预，Ｂ组
加入二甲基亚砜，Ｃ组、Ｄ组、Ｅ组分别加入浓度为１

μｇ·ｍＬ－１、１０μｇ·ｍＬ－１、１００μｇ·ｍＬ－１的柚皮苷。
柚皮苷浓度的选择依据我们以前的实验结果确定［７］。

２．１．３　Ｒｕｎｘ－２和 Ｏｓｔｅｒｉｘ基因表达水平检测　培养
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６ｈ后收集细胞采用ＲＴ－ＰＣＲ法测定各组细胞Ｒｕｎｘ－
２ｍＲＮＡ和ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平。所用引物序列

见表１。
表１　实时荧光定量ＰＣＲ所用引物序列

基因名称 引物序列

Ｒｕｎｘ－２ Ｆｏｒｗａｒｄ　５’－ＡＡＧＣＣＡＣＡＧＴＧＧＴＡＧＧＣＡＧＴ－３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５’－ＴＴＧＴＴＴＧＴＧＡＧＧＣＧＡＡＴＧＡＡ－３’

Ｏｓｔｅｒｉｘ Ｆｏｒｗａｒｄ　５’－ＡＡＧＧＣＡＧＴＴＧＧＣＡＡＴＡＧＴＧＧ－３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ　５’－ＴＧＡＡＴＧＧＧＣＴＴＣＴＴＣＣＴＣＡＧ－３’

管家基因
１８Ｓ

Ｌｅｆｔ　　 ＣＧＧＣＴＡＣＣＡＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡ
Ｒｉｇｈｔ　 ＧＣＴＧＧＡＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴ

２．２　检测柚皮苷对骨质疏松大鼠骨强度的影响

２．２．１　骨质疏松大鼠模型建立　将２４只３月龄雌
性ＳＤ大鼠的卵巢切除，术后饲养３个月，建立骨质疏

松大鼠模型。卵巢切除术后所有大鼠均存活，未发生

感染及其他并发症。

２．２．２　分组及药物干预　卵巢切除术３个月后，将
动物随机分为４组，每组６只。Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组分别

以６０ｍｇ·ｋｇ－１、３００ｍｇ·ｋｇ－１和１５００ｍｇ·ｋｇ－１柚皮

苷灌胃，Ⅳ组给予等体积的ＰＢＳ灌胃，每天灌胃１次，

持续２个月。
２．２．３　骨生物力学强度测定　药物干预结束后，切

除所有大鼠的左侧股骨，去除软组织，用生理盐水纱

布包裹。应用 ＢｏｓｅＥｌｅｃｔｒｏＦｏｒｃｅ３２２０载荷框架采用
三点弯曲法测定股骨生物力学强度，加载速度 ０．１

ｍｍ·ｍｉｎ－１（图１）。

图１　骨质疏松模型大鼠左股骨三点弯曲实验

（股骨前面朝上，股骨头朝内）

２．２．４　骨小梁面积测定　药物干预结束后，切除所有
大鼠的左侧胫骨，去除软组织，用甲醛固定后进行常规

病理切片，ＨＥ染色。在显微镜下观察拍照，并采用Ｉｍ
ａｇｅ－ＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像处理软件测量骨小梁面积。

２．３　数据统计分析　采用 ＳＰＳＳ１７．０软件对所得数

据进行统计分析，各组大鼠 ＢＭＳＣ中 Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ
和ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平及骨质疏松模型大鼠股骨
骨强度和胫骨骨小梁面积的组间总体比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ检验，检验水
准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　ＢＭＳＣ培养结果　原代细胞初接种时呈圆形
（图２），２４ｈ后细胞开始贴壁，３ｄ后细胞基本完全贴
壁并呈梭形。换液冲洗后细胞呈集落样生长，形态主

要为多角形或不规则形，少数为梭形。

图２　用髓腔冲洗离心法获得的大鼠ＢＭＳＣ（×１００）

３．２　Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ和 ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平　Ｂ、
Ｃ、Ｄ、Ｅ组大鼠ＢＭＳＣ干预培养６ｈ后 Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ
表达水平比较，差异有统计学意义。进一步两两比

较，Ｃ、Ｄ、Ｅ组Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ表达水平高于Ｂ组（Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ｄ组高于 Ｃ组和 Ｅ组
（Ｐ＝０．００１，Ｐ＝０．０００）；Ｃ组和 Ｅ组比较，差异无统
计学意义（Ｐ＝０．１５３）。Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ组 ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ
表达水平比较，差异有统计学意义。进一步两两比

较，Ｄ组和 Ｅ组 ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平高于 Ｂ组（Ｐ
＝０．０３１，Ｐ＝０．００５）；Ｃ组和Ｂ组比较，差异无统计学
意义（Ｐ＝０．８８６）；Ｃ组低于Ｄ组和Ｅ组（Ｐ＝０．００６，Ｐ
＝０．０３９）；Ｄ组和Ｅ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．２６７）。见表２。

表２　４组大鼠ＢＭＳＣ的Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ和

ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达水平

组别 Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ
Ｂ组 １．１０±０．０２ １．０２±０．１０
Ｃ组 ２．０５±０．３１ １．１１±１．３５
Ｄ组 ２．７６±０．１４ ３．２４±０．３０
Ｅ组 １．８２±０．１０ ２．５５±０．３５
Ｆ值
Ｐ值

４４．０２１ ７．０３７
０．０００ ０．０１２
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３．３　股骨生物力学强度　４组骨质疏松模型大鼠股
骨强度比较，差异有统计学意义。进一步两两比较，

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组股骨强度均高于Ⅳ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝
０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ⅰ组和Ⅲ组比较，差异无统计学意
义（Ｐ＝０．５０９）；Ⅱ组高于Ⅰ组和Ⅲ组（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝
０．００１）。见表３。
３．４　胫骨骨小梁面积　４组骨质疏松模型大鼠胫骨
骨小梁面积比较，差异有统计学意义。进一步两两比

较，Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ组胫骨骨小梁面积均大于Ⅳ组（Ｐ＝
０．００１，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）；Ⅰ组与Ⅱ组和Ⅲ组比较，差
异均无统计学意义（Ｐ＝０．０９０，Ｐ＝０．３８７）；Ⅱ组和Ⅲ组
比较，差异无统计学意义（Ｐ＝０．３７４）。见表３。
表３　４组骨质疏松模型大鼠股骨强度和胫骨骨小梁面积

组别 股骨强度（Ｎ·ｍｍ－１） 胫骨骨小梁面积

Ⅰ组 ７７３．３６±９．２１ ２２．２６±２．３２
Ⅱ组 ８０５．６６±１６．００ ２５．１０±２．１８
Ⅲ组 ７６６．７０±３８．９６ ２３．６６±３．２６
Ⅳ组 ７０７．４６±１５．８８ １５．６３±２．００
Ｆ值
Ｐ值

３７．７７６ １４．１６８
０．０００ ０．０００

４　讨　论
柚皮苷是中药骨碎补的主要活性成分，近年来的

研究表明其具有骨保护的药理作用。Ｗｕ等［９］的研究

表明，柚皮苷具有预防卵巢切除小鼠骨量丢失的潜能

和作用，并认为其作用机制是柚皮苷在成骨细胞中通

过磷脂酰肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ通路，转录因子ｃ－
Ｆｏｓ／ｃ－Ｊｕｎ和活化蛋白－１旁路诱导骨形态发生蛋白２
（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ－２，ＢＭＰ－２）表达。另外，
柚皮苷还可通过抑制核因子κＢ受体活化因子配体诱
导的核因子κＢ和细胞外信号调节蛋白激酶的活性来
阻止破骨细胞形成，从而减少骨吸收［１０］。

在ＢＭＳＣ向成骨细胞分化过程中有２条重要的
信号传导通路，即 Ｗｎｔ／β连锁蛋白信号通路和转化
生长因子 β／ＢＭＰ－２信号通路，但最终的靶基因都是

Ｒｕｎｘ－２［１１］。目前多数学者认为，Ｒｕｎｘ－２在成骨细胞

分化的起始阶段可触发骨基质蛋白的形成，为后续的

分化成熟提供大量的未成熟成骨细胞。而成骨细胞

的最终分化成熟则需要Ｏｓｔｅｒｉｘ的参与［１２］。

从本研究的结果可以看出，柚皮苷可有效促进大

鼠ＢＭＳＣ中Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ和 ＯｓｔｅｒｉｘｍＲＮＡ表达，其

中以１０μｇ·ｍＬ－１柚皮苷的作用最为显著。据此可

以推测，柚皮苷可通过上调Ｒｕｎｘ－２和 Ｏｓｔｅｒｉｘ的表达

来促进ＢＭＳＣ分化。另外，本研究结果也显示，柚皮
苷可有效增加骨质疏松模型大鼠的骨强度，增大骨小

梁面积，以３００ｍｇ·ｋｇ－１的柚皮苷效果最佳。
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