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摘 要 目的：研究中药单体梓醇在成骨细胞（OB）-破骨细胞（OC）共育体系中对OC活性、凋亡的影响及其作用机制。方法：分

别选用1～3 d龄和5～7 d龄SD乳鼠分离培养OB和OC，建立OB-OC共育体系。通过倒置显微镜观察0（空白对照）、0.05、0.5、5、

50、100 mg/L梓醇培养48、72、96 h后OC的骨吸收陷窝数目，以反映OC活性；以0（空白对照）、0.05 mg/L梓醇培养细胞48、72、96

h，检测OC中抗酒石酸酸性磷酸酶（TRACP）活性，计算OC的凋亡率；以0（空白对照）、0.05 mg/L梓醇培养细胞并检测OB中骨保

护素（OPG）mRNA 的表达。结果：在 OB-OC 共育体系中，0.05～50 mg/L 梓醇作用下所形成骨吸收陷窝数目显著低于空白对照

（P＜0.01），表明梓醇可抑制 OC 活性，其中质量浓度为 0.05 mg/L 时作用最明显。与空白对照比较，0.05 mg/L 梓醇作用后 OC 中

TRACP的活性降低、OC的凋亡率升高（P＜0.05）；OB的OPG mRNA表达上调（P＜0.01）。结论：在OB-OC共育体系中，梓醇可抑

制OC活性、诱导OC凋亡，其机制可能与上调OB的OPG mRNA表达有关。
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Effect of Catalpol on the Activity and Apoptosis of Osteoclast in the Osteoblasts-osteoclasts Co-culture Sys-
tem and Its Mechanism Study
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effect of catalpol on the activity and apoptosis of osteoclasts（OC） in the osteoblasts

（OB）-OC co-culture system and its mechanism. METHODS：OB and OC were isolated respectively from the SD rats of 1-3 days

and 5-7 days old to establish OB-OC co-culture system. After treated with 0（blank control），0.05，0.5，5，50 and 100 mg/L catal-

pol for 48，72 and 96 h，the number of bone absorption lacuna for OC was observed by inverted microscope to reflect OC activity.

After treated with 0（blank control）and 0.05 mg/L catalpol for 48，72 and 96 h，the activity of tartrate resistant acid phosphatase

（TRACP）in OC was detected，and the apoptosis rate of OC was calculated. After treated with 0（blank control）and 0.05 mg/L ca-

talpol，mRNA expression of osteoprotegerin（OPG）in OB was detected. RESULTS：In OB-OC co-culture system，the number of

bone absorption lacuna in 0.05-50 mg/L catalpol groups was significantly lower than blank control group（P＜0.01），indicating ca-

talpol could inhibit OC activity，especially 0.05 mg/L catapol. Compared with blank control，0.05 mg/L catapol lowered the activity

of TRACP but increased the apoptosis rate of OC（P＜0.05）；mRNA expression of OPG was up-regulated in OB（P＜0.01）. CON-

CLUSIONS：In OB-OC co-culture system，catalpol can inhibit the activity of OC and induce the apoptosis of OC，and its mecha-

nism may be associated with the mRNA expression up-regulation of OPG in OB.
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梓醇（Catalpol）是玄参科植物地黄的主要活性成分之一。

现代研究表明，其具有延缓骨质疏松、保护心血管、抗肿瘤、抗

衰老、降血糖等作用[1]。本课题组前期实验研究发现，梓醇在

成骨细胞（Osteoblasts，OB）-破骨细胞（Osteoclasts，OC）共育体

系中能够刺激OB的增殖、提高OB成骨分化能力，同时对OC

有明显抑制作用，但其抑制OC的作用机制尚不清楚[2]。武密

山等[3]研究报道，OB可分泌并释放骨保护素（Osteoprotegerin，

OPG）来调节OC的骨吸收活性和凋亡。故笔者推测梓醇可能

也是通过促进OB分泌OPG，从而调节OC活性。因此，本实验

选择骨代谢微环境的OB-OC共育体系作为平台，来研究梓醇

对OC活性、凋亡的影响及其可能的作用途径，为梓醇抑制OC

活性的机制研究提供实验依据。

1 材料
1.1 仪器

3111系列CO2培养箱（美国Thermo Forma公司）；TS100-F

倒置显微镜、BX51TF 荧光显微镜（日本 Olympus 公司）；

PE7000 全自动荧光定量 PCR 仪（美国 PkinElmer 公司）；

3-16PK离心机（美国 Sigma公司）；TU-1810DPC紫外-可见分

光光度计（北京普西公司）。

1.2 药品、试剂与引物

梓醇标准品（广州市药品检验所，批号：110808-201210，纯

度：＞96％）；低糖 DMEM 培养基（广州展晨生物科技有限公

司，批号：CM9130118）；胎牛血清（奥地利 PAA 公司，批号：

A15-101）；0.25％胰蛋白酶（批号：T1300-100）、Ⅱ型胶原酶（批

号：C6882）（美国Sigma公司）；抗酒石酸酸性磷酸酶（TRACP）

酶联免疫检测试剂盒（南京建成生物工程有限公司，批号：

KB2946）；逆转录-聚合酶链反应（RT-PCR）检测试剂盒（上海

玉博生物科技有限公司，批号：BYX2618C）；OPG引物由北京

赛百盛基因技术公司合成。

1.3 动物

普通级1～3 d龄和5～7 d龄新生SD乳鼠各10只，由暨南

大学实验动物中心提供（合格证号：粤检证字第2014B006号）。

2 方法
2.1 OB的分离、培养及形态观察[4]

取1～3 d龄SD乳鼠10 只，消毒，取出头颅骨，置D-Hanks

缓冲液中，反复冲洗至颅骨变白色，在0.25％胰蛋白酶消化液

内将头颅骨剪碎，37 ℃条件下恒温消化 20 min，再用 0.1％Ⅱ

型胶原酶 37 ℃条件下消化 60 min，收集上清，以离心半径 6.8

cm、1 000 r/min离心10 min，弃上清，白色沉淀物即为OB。在

OB中加入低糖DMEM培养基，调节细胞密度至 1×108 L－1后

将细胞接种于培养瓶中，放入5％ CO2培养箱中培养，第2 天换

液，以后每 2～3天换 1次液。同时，在倒置显微镜下观察OB

的形态和变化。

2.2 OC的分离、培养及形态观察[5]

取5～7 d龄SD乳鼠10 只，消毒，分离四肢股骨和胫骨，在

冷 D-Hanks 缓冲液中清除长骨上附着的软组织，然后置于冷

DMEM分离液内并用解剖刀将骨干纵行剖开，轻轻刮骨髓腔

内表面，反复吹打 2～3 min，直至骨内表面变白，静置 1～2

min。用DMEM培养液调节OC细胞密度为4×108 L－1，将细胞

接种到含有骨片的培养板孔内，置 37 ℃、5％ CO2培养箱中培

养，1 h后更换培养液继续培养，以后每 2～3天换 1次液。同

时，采用HE染色法在倒置显微镜下观察OC的形态和变化。

2.3 OB-OC共育体系的建立

对 12孔细胞培养板进行改装，用打孔器在培养板上距每

个孔底部 2 mm处打 1小孔，直径约为 4 mm，使相邻的 4孔间

相通。将剪好的0.45 μm微孔滤膜置于培养板间隔处，将培养

板分成OB培养室与OC培养室，并用吸管吸取已融化的琼脂

凝胶，滴于隔膜与培养板相接触处，使之固定并密封，然后消

毒，备用。将第 2代OB以 3×105 L－1的密度接种到OB培养室

内，3 h后将新分离的OC以3×105 L－1的密度接种到OC培养室

内，每20 min观察1次OB、OC贴壁情况，并同时观察是否有细

胞透过隔膜进入另一侧培养室。

2.4 倒置显微镜观察OB-OC共育体系中OC骨吸收陷窝数目

在OB-OC共育体系中，将第 2代OB和新分离的OC分别

以 3×105 L－1的密度接种于OB培养室和含有骨片的OC培养

室，待细胞贴壁后，在OB、OC培养室内添加DMEM完全培养

液至两室细胞上清液完全相通，每4 h来回振荡5次，以促进上

清液之间的“交流”。24 h后换入无血清培养液，使细胞周期同

步化，24 h 后再更换DMEM完全培养液。在OC培养室中分

别加入0（空白对照）、0.05、0.5、5、50、100 mg/L的梓醇，2～3 d

换液1次。分别培养24、48、72 h后，将OC培养室所有骨片取

出，经固定、超声清洗、乙醇脱水、自然晾干后，放入甲苯胺蓝

染液中染色5 min，蒸馏水清洗。倒置显微镜观察骨片上的吸

收陷窝并进行计数和拍照。

2.5 酶联免疫吸附法检测OB-OC共育体系中OC的TRACP

活性

细胞的接种、培养同“2.4”项下。OB-OC共育体系中，在

OC培养室分别加入0（空白对照）、0.05 mg/L梓醇，分别培养细

胞 24 、48、72 h，收集各组培养不同时间的OC培养室上清液，

按TRACP试剂盒说明书进行TRACP活性的检测。

2.6 荧光显微镜观察OB-OC共育体系中OC的凋亡情况

细胞的接种、培养同“2.4”项下。OB-OC 共育体系中，0

（空白对照）、0.05 mg/L梓醇分别培养细胞 24、48 、72 h后，进

行吖啶橙染色，荧光显微镜下观察OC凋亡情况。

2.7 RT-PCR法检测OB-OC共育体系中OB的OPG mRNA

表达

细胞接种、密度的设置同“2.4”项下，每组6个复孔，2～3 d

换液 1次。当细胞铺满孔底时，提取OB总RNA，并用焦碳酸

二乙酯处理水溶解，－80 ℃保存，备用。取4 µl RNA样品与1

µl上样缓冲液和 1 µl荧光染料混匀，置 2％凝胶样品中，电泳

40 min，切断电源后取出胶，置紫外灯下观察并摄取图像，每个

样品在紫外分光光度计上测定 260、280 nm 波长处的吸光度

（OD）值。取 2 µl RNA模板做逆转录反应，按RT-PCR试剂盒

说明书合成 cDNA，－20 ℃保存，备用。PCR扩增 cDNA引物

系列如下：OPG引物序列，上游：5′-GCAGCATCGCTCTGTT-

CCTGTA-3′，下游：5′-ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3′；

β-actin引物序列，上游：5′-CGTAGCCATCCAGGCTGTGT-3′，

下游：5′-CCAGTGGTACGACCAGAGGC-3′。按照QLAquick

Gcl Extraction Kit 说明书添加 PCR 反应体系，反应条件为：

93 ℃、2 min；93 ℃、1 min；55 ℃、1 min；72 ℃、1 min，共 35个
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循环；最后是 72 ℃、7 min延伸。待反应结束后，运用PE7000

全自动荧光定量PCR仪，由电脑自动分析并计算每一样品和

其内参对照的相对含量；以每1 μl cDNA所含基因拷贝数与每

1 μl cDNA所含β-actin拷贝数的比值进行半定量比较。

2.8 统计学方法

运用SPSS 17.0统计软件处理实验数据。计量资料以x±s

表示；多组间两两比较采用单因素方差分析，组间两两比较采

用 t检验。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 OB的形态观察结果

倒置显微镜下，刚接种的OB呈球形，24 h后细胞逐渐伸

展开来，呈现不规则形态，多呈梭形、三角形或多角形。随着

培养时间延长，细胞伪足逐渐伸出并相互搭连，汇合成片。约

5～9 d后细胞汇合时呈铺路石状，并可见重叠生长。培养OB

2 d时的形态观察结果见图1。

3.2 OC的形态观察结果

倒置相差显微镜下，刚接种的 OC 呈球形悬浮于培养液

中，约 30 min左右即贴壁，2～3 h后细胞形态清晰，呈油煎蛋

形、漏斗形或不规则形等。HE染色可见多数为油煎蛋形，有

伪足和丝状突起，胞体大、多核，胞质色淡，符合OC形态。OC

形态观察结果见图2。

3.3 梓醇对OB-OC共育体系中OC骨吸收陷窝数目的影响

镜下可见骨片上有骨吸收陷窝，边界清晰，呈椭圆形、圆

形或不规则型。随着培养时间的延长，梓醇各质量浓度OC的

骨吸收陷窝数目在不断增加，其中 0.05～50 mg/L梓醇在培养

72、96 h时与空白对照比较差异有统计学意义（P＜0.01），组内

各质量浓度通过两两比较差异也有统计学意义（P＜0.01）。

OB-OC共育体系中OC骨吸收陷窝数目的测定结果见表1。

3.4 梓醇对OB-OC共育体系中OC细胞TRACP活性的影响

TRACP活性随着培养时间的延长不断降低，0.05 mg/L梓

醇组培养细胞48 h时OC细胞TRACP活性与空白对照组比较

差异无统计学意义（P＞0.05），而在培养72、96 h时显著低于空

白对照组（P＜0.05）。OB-OC共育体系OC中TRACP活性的

测定结果见表2。

表 1 OB-OC 共育体系中 OC 骨吸收陷窝数目的测定结果

（x±±s，n＝6）

Tab 1 Determination results of the number of bone absorp-

tion lacuna in OC of OB-OC co-culture system（x±±s，

n＝6）

梓醇质量浓度，mg/L

0（空白对照）

0.05

0.5

5

50

100

不同时间的骨吸收陷窝数目
48 h

42.21±2.11

19.26±1.52

22.31±2.61

25.45±6.42

30.64±3.92

35.32±2.13

72 h

54.24±2.24

29.15±2.31＊

35.23±3.52＊

39.51±3.02＊

40.32±2.65＊

48.18±3.72

96 h

65.23±4.35

39.53±5.06＊

42.10±3.84＊

48.31±2.41＊

50.60±4.31＊

56.44±5.13

注：与空白对照比较，＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.01

表2 OB-OC共育体系OC中TRACP活性的测定结果（x±±s，

n＝6，U/L）

Tab 2 Determination results of TRACP activity in OC of

OB-OC co-culture system（x±±s，n＝6，U/L）

组别
空白对照组
梓醇组

梓醇质量浓度，mg/L

0

0.05

48 h

1.78±0.05

1.16±0.23

72 h

0.76±0.10

0.69±0.24＊

96 h

0.58±0.13

0.45±0.32＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05

3.5 梓醇对OB-OC共育体系中OC凋亡的影响

荧光显微镜下，0（空白对照）、0.05 mg/L梓醇培养后均可

见到凋亡小体，呈现不规则的黄绿色碎片。0.05 mg/L梓醇组

与空白对照组比较，凋亡细胞数目显著增加。镜下观察OC的

凋亡数发现，48～96 h内，随着时间的延长，OC的凋亡率越来

越高，0.05 mg/L梓醇组在相同时间段OC的凋亡数目明显大于

空白对照组（P＜0.01）。细胞凋亡荧光染色结果见图 3；OB-

OC共育体系中OC凋亡率的测定结果见表3。

表 3 OB-OC共育体系中OC凋亡率的测定结果（x±±s，n＝

6，％％）

Tab 3 Determination results of apoptosis rate of OC in OB-

OC co-culture system（x±±s，n＝6，％％）

组别

空白对照组
梓醇组

梓醇质量浓度，mg/L

0

0.05

48 h

9.46±01.21

20.59±2.43＊

培养时间
72 h

20.65±0.06

32.78±2.19＊

96 h

30.28±3.11

48.23±3.06＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.05

Note：vs. blank control group，＊P＜0.05

图1 培养OB 2 d时的形态观察结果（×100）

Fig 1 Morphology of OB after treated for 2 days（×100）

图2 OC 形态观察结果（HE，×400）

Fig 2 Morphology of OC（HE，×400）

图3 细胞凋亡荧光染色结果（×100）

Fig 3 Fluorescent staining of cell apoptosis（×100）

A. 0.05 mg/L梓醇 B. 空白对照
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3.6 梓醇对OB-OC共育体系中OB的OPG mRNA表达的影响

梓醇组和空白对照组经RT-PCR扩增均有目的基因的条

带，片段大小和预期产物相近。经半定量分析，梓醇组 OPG

mRNA的表达显著高于空白对照组（P＜0.01），说明梓醇在共

育体系中可以上调OPG mRNA的表达。OB-OC共育体系中

OB的OPG mRNA表达的测定结果见表4。

表4 OB-OC共育体系中OB的OPG mRNA表达的测定结果

（x±±s，n＝6）

Fig 4 Determination results of mRNA expression of OPG in

OB of OB-OC co-culture system（x±±s，n＝6）

组别
空白对照组
梓醇组

梓醇质量浓度，mg/L

0

0.05

OPG/β-actin

3.335 0±0.985 4

8.256 7±0.111 8＊

注：与空白对照组比较，＊P＜0.01

Note：vs. blank control group，＊P＜0.01

4 讨论
骨组织的代谢依赖OB与OC两种细胞的相互作用：OB主

要参与骨基质的形成和类骨质的合成分泌及钙化，从而介导

新骨的形成；OC则通过与OB的相互作用将信号传导至原始

OC，使其成为活性OC，从而产生骨吸收[6]。骨形成和骨吸收

之间的动态平衡是维持正常骨代谢的关键，当骨形成慢于骨

吸收时，骨代谢失衡，骨密度降低，骨量丢失，从而导致骨质疏

松。本试验选用OB-OC共育体系，使两种细胞间液可以相互

“交流”，为OB与OC之间的“信息交流”提供了条件，这种细胞

培养体系更符合体内代谢环境。

TRACP是OC释放并直接参与OC骨吸收过程的主要物

质之一，其标志着OC的活性大小，并在一定程度上反映了骨

吸收状况[7]。本试验结果显示，随着培养时间的延长，梓醇组

和空白对照组TRACP活性均有所降低；但在相同的时间段，

梓醇组TRACP活性均低于空白对照组。OC有很强的溶骨能

力，可在骨表面形成较多的陷窝和腔隙，当OC功能过度活跃

时，骨吸收陷窝数增加。因此，骨片上陷窝数量、大小和深度

直接反映了OC的骨吸收能力[8]。本试验结果显示，在OB-OC

共育体系中梓醇组 OC 骨吸收陷窝数目显著低于空白对照

组。这一结果提示梓醇能抑制OC分泌TRACP，减少骨吸收

陷窝数。

据目前研究报道，OPG是OB影响OC分化、成熟和骨吸收

的重要传导通路[7]。OPG属于肿瘤坏死因子受体超家族成员，

又称OC形成抑制因子，是一种可溶性分泌型糖蛋白[9]。OPG

可作为一种诱饵受体，结合OC分化因子，减少前体OC的分化

及降低成熟OC的活性，诱导OC凋亡，进而抑制OC骨吸收活

性[10]。OPG在骨髓基质细胞、成骨细胞、成纤维细胞和成骨肉

瘤细胞等多种组织中均有表达，在骨组织中，OPG则主要由OB

分泌[11]。研究表明，OPG配体OPGL可直接作用于OC祖细胞，

促进其分化生成成熟OC，OB在分化成熟时OPG mRNA表达

增加，而未成熟OB OPG mRNA表达较少[12]。由此可见，OPG

是OC产生的促进因子，OPG调节在OB介导OC分化成熟过

程中必不可少。本试验结果表明，0.05 mg/L梓醇能显著提高

OB-OC共育体系中OB OPG mRNA的表达。这一结果提示梓

醇能通过促进OB表达OPG mRNA，以阻断OPGL过度表达或

关闭其功能，从而抑制OC骨吸收、促进骨形成。由此可见，通

过促进OB分泌OPG是梓醇影响OC活性的作用机制之一。
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