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摘要:目的 研究芍药苷(PF)对前成骨细胞凋亡的影响及相关机制,通过斑马鱼骨质疏松模型验证其整体效应。方法 体外

培养前成骨细胞系 MC3T3􀆼E1细胞,采用地塞米松(DEX,1μmol/L)诱导细胞凋亡,观察PF的干预效应。采用 MTT法检测

细胞活力,流式细胞术检测细胞凋亡率,Westernblot法检测抗凋亡蛋白Bcl􀆼2和凋亡蛋白Bax的表达,免疫荧光检测FoxO3a
的核易位情况。建立泼尼松龙(Pred,25μmol/L)诱导的斑马鱼骨质疏松模型,钙黄绿素染色观察PF对Pred干扰的斑马鱼骨

骼面积的影响,qPCR检测破骨标志基因抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)、组织蛋白酶 K(CTSK)、基质金属蛋白酶􀆼9(MMP􀆼9)

以及成骨细胞标志基因碱性磷酸酶(ALP)、Runt相关转录因子2a(Runx2a)、锌指转录因子7(Sp7)的 mRNA变化。结果 
PF可缓解DEX对 MC3T3􀆼E1的细胞活力的抑制作用,并显著降低细胞凋亡率;对凋亡相关蛋白的检测发现,PF显著促进

Bcl􀆼2的蛋白表达,升高Bcl􀆼2/Bax的比率;进一步研究发现PF可显著抑制FoxO3a的入核。与Pred组相比,PF增加了斑马

鱼第一椎骨的骨骼面积,抑制了TRAP、CTSK和 MMP􀆼9的基因表达,促进了 ALP、Runx2a和Sp7的基因表达。结论 PF
能够抑制前成骨细胞凋亡,改善斑马鱼骨质疏松,该作用可能与升高Bcl􀆼2/Bax比率及抑制FoxO3a的核易位有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE Toinvestigatetheeffectofpaeoniflorin PF onthepre􀆼osteoblastscellapoptosisanditsrelated

mechanisms andtoexploretheeffectofPFonzebrafishosteoporosis METHODS Invitro thepre􀆼osteoblastcellline
MC3T3􀆼E1cellswereculturedandthedexamethasone DEX 􀆼inducedcellapoptosismodelwasusedtoobservetheprotective

effectofPF ThecellviabilityandcellapoptosisrateweredetectedbyMTTassayandflowcytometryrespectively Western

blotwasusedtodetecttheexpressionsofapoptosis􀆼relatedproteinsbcl􀆼2andBax ThenucleartranslocationofFoxO3aprotein

wasdetectedbyimmunofluorescenceassay Theprednisolone Pred 􀆼inducedzebrafishosteoporosismodelwasestablishedto
observetheanti􀆼osteoporosiseffectofPF Thefirstvertebraeboneareaofzebrafishwasobservedbycalceinstaining qPCR

wasusedtodetectthemRNAexpressionsofosteoclastmarkergenestartrateresistantacidphosphatase TRAP  cathepsinK

 CTSK  matrixmetalloproteinases􀆼9 MMP􀆼9 andosteoblastmarkergenesalkalinephosphatase ALP  runt􀆼associated

transcriptionfactor2a Runx2a  Sp7transcriptionfactor Sp7  RESULTS PFalleviatedtheinhibitoryeffectofDEXonthe

MC3T3􀆼E1cellviabilityandreducedthecellapoptosisrate Detectionofapoptosis􀆼relatedproteinsrevealedthatPFsignificant-
lypromotedBcl􀆼2proteinexpressionandincreasedtheratioofBcl􀆼2 Bax PFalsosignificantlyinhibitedthenucleartransloca-
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tionofFoxO3aprotein ComparedwiththePredgroup PFincreasedthefirstvertebraboneareaofzebrafish inhibitedthe
mRNAexpressionsofTRAP CTSKandMMP􀆼9 andpromotedthemRNAexpressionsofALP Runx2aandSp7 CONCLU-
SION PFinhibitspre􀆼osteoblastapoptosisandalleviateszebrafishosteoporosis whichmayberelatedtotheincreasingofBcl
􀆼2 BaxratioandinhibitionofnucleartranslocationofFoxO3a 
KEYWORDS paeoniflorin pre􀆼osteoblast apoptosis FoxO3a zebrafish osteoporosis

  骨质疏松症(Osteoporosis,OP)是严重威胁中

老年健康的常见病和多发病之一,其特征在于骨量、
强度和微结构的系统性损伤,从而增加了脆性骨折

发生的倾向[1􀆼3]。OP的治疗主要分为抗骨吸收和

促骨形成两类,目前临床治疗 OP常用药物以抗骨

吸收药物为主,如双磷酸盐等,同时使用促骨形成药

物如甲状旁腺激素等。这些药物存在疗效及安全性

等问题,寻找新的安全可靠的 OP治疗药物已成为

世界性话题。传统中药在OP的治疗和防治中具有

疗效全面、安全可靠的独特优势,获得越来越多的研

究者关注。
白芍是中医治疗 OP最为常用的中草药之一,

治疗OP常用方中超过三分之一应用了白芍[4]。芍

药苷(Paeoniflorin,PF)是白芍的主要活性成分,被
广泛用于多种炎症性疾病的治疗[5􀆼6]。有报道称,以

PF为主要成分的白芍总苷对类风湿关节炎骨丢失

具有显著的治疗作用[7]。最近的研究发现PF可通

过抗骨吸收发挥抗OP作用,其可通过抑制NF􀆼κB
信号通路抑制破骨细胞的分化和骨吸收功能[8􀆼9]。
最新研究发现PF对成骨细胞分化可能也具有促进

作用[10]。但PF对骨形成过程的影响目前尚缺乏更

多的证据,及其机制仍不清楚。本文旨在探讨PF
对成骨细胞凋亡的影响,观察其对骨质疏松斑马鱼

模型的干预效应,证实PF对骨形成的影响。

1 材料

1.1 实验动物与细胞

小鼠前成骨细胞细胞系 MC3T3􀆼E1细胞,购自

中国科学院上海细胞库。AB品系受精后1d(1day
postfertilization,1dpf)斑马鱼,购于江苏凯基生物

技术股份有限公司。

1.2 药物与试剂

芍药苷(PF,批号:X27F8C30162)、泼尼松龙

(Pred,批 号:T20J7H9291)、钙 黄 绿 素 (批 号:

S19167)均购自于上海源叶生物有限公司;地塞米

松(DEX,批号:WXBC3944V)、三卡因(MS􀆼222,批
号:MKBV1603V)均购自于Sigma􀆼Aldrich(上海);

FITCAnnexinVApoptosisDetectionKitI(批号:

8072965)购自BDPharmingen;Bcl􀆼2兔单克隆抗体

(批 号:00062312)、Bax 兔 单 克 隆 抗 体 (批 号:

00055242)、β􀆼tubulin 兔 单 克 隆 抗 体 (批 号:

00056545)、FoxO3a 兔 单 克 隆 抗 体 (批 号:

00055690)均购自于proteintech;RNAisolaterTo-
talRNA ExtractionReagent(批 号:7E261KB)、

HiScriptⅡQ RTSuperMixforqPCR(+gDNA
wiper)(批号:7E242J8)、AceQqPCRSYBRGreen
MasterMix(批号:7E252I8)均购自于 Vazyme公

司。

1.3 主要仪器

Synergy2型多功能酶标仪(美国 Bio􀆼Tek公

司);C6流式细胞仪(BDAccuri公司);ChemiDocTM

XRS+数字化凝胶成像工作站(美国BIO􀆼RAD公

司);SPX􀆼150型生化培养箱(上海跃进医疗器械有

限公司);M205FA型体式荧光显微镜(德国Leica
公司);Tissuelyser􀆼48型高通量多样品组织研磨仪

(南京乔贝琳生物科技有限公司);4375786型Veri-
tiTM96􀆼WellThermalCycler(美国 AppliedBio-
systems公司);7500型快速实时荧光定量PCR仪

(美国AppliedBiosystems公司)。

2 方法

2.1 PF对DEX诱导的 MC3T3􀆼E1细胞凋亡的影

响

2.1.1 MC3T3􀆼E1细胞培养 MC3T3􀆼E1细胞置

于含10%胎牛血清和1% penicillin􀆼streptomycin
的α􀆼MEM完全培养基,在37℃,5%CO2的细胞培

养箱 中 培 养,隔 天 换 液。待 细 胞 融 合 至80%~
90%,用含0.2%EDTA的胰酶消化传代。

2.1.2 MTT检测细胞活力

2.1.2.1 PF对 MC3T3􀆼E1细胞活力的影响 
MC3T3􀆼E1细胞按5×103/孔接种到96孔板中,24
h后分为:空白组、对照组、0.1、1、10、25、50、100

μmol/LPF组,共8组,每组6个复孔。空白组加入

200μLα􀆼MEM 完全培养基;对照组加入含0.1%
DMSO的α􀆼MEM 完全培养基;给药组加入含对应

终浓度的PF的培养基,每组均含0.1%DMSO。培
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养48h后 MTT法检测细胞活力。

2.1.2.2 PF对DEX诱导的 MC3T3􀆼E1细胞活力

的影响 MC3T3􀆼E1细胞按2.1.2.1条件种板,24h
后分组给药:对照组、DEX组、0.1μmol/LPF组、1

μmol/LPF组、10μmol/LPF组和25μmol/LPF
组,共6组,每组6个复孔。对照组加入含0.1%
DMSO的 α􀆼MEM 完 全 培 养 基,DEX 加 入 含1

μmol/LDEX的α􀆼MEM完全培养基,PF组同时加

入含1μmol/LDEX和对应终浓度的PF。细胞经

培养48h后检测细胞活力。

2.1.3 流式细胞术检测细胞凋亡 MC3T3􀆼E1细

胞接种到6孔板中,待细胞融合至50%时,分组给

药同2.1.2.2。48h后,按FITCAnnexinVApopto-
sisDetectionKitⅠ试剂说明书操作,流式细胞仪检

测细胞凋亡率,重复3次实验。凋亡率=早期凋亡

+晚期凋亡。

2.1.4 Westernblot检测抗凋亡蛋白Bcl􀆼2和凋亡

蛋白Bax的表达 MC3T3􀆼E1细胞按2×105/孔接

种到6孔板中,24h后分组同2.1.2.2。48h后提取

细胞总蛋白,Westernblot法检测抗凋亡蛋白Bcl􀆼2
和凋亡蛋白Bax的表达,内参为β􀆼tubulin。

2.1.5 免疫荧光检测FoxO3a的表达 MC3T3􀆼E1
细胞分为:对照组、DEX组、1μmol/LPF组和10

μmol/LPF组。按要求培养48h后,免疫荧光法检

测FoxO3a的蛋白表达。

2.2 PF对Pred诱导的斑马鱼骨质疏松模型的影

响[11]

2.2.1 分组给药 选取健康的3dpf的斑马鱼随机

分为4组,置于6孔板中,每孔给予3mL培养基。
分组及给药方案如下:对照组、模型组、1μmol/L
PF组和10μmol/LPF组,每组20条。对照加入含

0.1% DMSO 的 培 养 基,其 余 各 组 均 加 入 含25

μmol/LPred的培养基。5dpf开始给药,对照组和

模型组斑马鱼培养条件不变,PF组同时给予含25

μmol/LPred和1μmol/LPF或10μmol/LPF的

培养基,所有组别均含0.1% DMSO。连续给药4d
至9dpf。斑马鱼饲养条件为昼夜节律(昼∶夜=14
h∶10h),温度为(28.5±0.5)℃。

2.2.2 钙黄绿素染色[12] 将9dpf的斑马鱼置于培

养基中静置1h,在0.2%钙黄绿素(pH=7)溶液中

避光孵育1h,培养基漂洗数次以去除染液,再次静

置1h。用0.04g/L的三卡因对斑马鱼进行麻醉,
体式荧光显微镜下成像。使用ImageJ软件中的

PlotProfile工具对第一椎骨的骨骼面积进行测量。

2.2.3 qPCR检测破骨细胞和成骨细胞标志基因的

表达 将上述分组给药的斑马鱼麻醉处死后,qPCR
检 测 破 骨 细 胞 标 志 基 因 抗 酒 石 酸 酸 性 磷 酸 酶

(TRAP,由 Acp5 基 因 编 码)、组 织 蛋 白 酶 K
(CTSK)、基质金属蛋白酶􀆼9(MMP􀆼9)以及成骨细

胞标志基因碱性磷酸酶(ALP)、Runt相关转录因子

2a(Runx2a)、锌指转录因子7(Sp7)的 mRNA 水

平[13]。目 的 基 因 以 GAPDH 为 内 参 校 正,采 用

2-△△Ct法计算目的基因的相对表达水平。目的基因

见表1。
表1 斑马鱼目的基因的引物序列

基因 引物上游 引物下游

Acp5 5'􀆼GGCGAAGTCCAAAGCTGATT􀆼3' 5'􀆼CGGATATGGACCACACTGGA􀆼3'
CTSK 5'􀆼CGTCACTTCGGTGAAGAACC􀆼3' 5'􀆼ACAGTCCACCAGGTTCTGAG􀆼3'
MMP􀆼9 5'􀆼ACCTAGAACTGGCCCTGAAC􀆼3' 5'􀆼CTGAAGGGACCACCTGAGTT􀆼3'
ALP 5'􀆼GGCCTTACATGAAGCTGTGG􀆼3' 5'􀆼GTTTCCTCGTGGTGTGTAGC􀆼3'
Runx2a 5'􀆼GTGGAGATCATAGCGGACCA􀆼3' 5'􀆼CTCCCAGAGCCACAACCTTA􀆼3'
Sp7 5'􀆼TGGATTGACCCTCACTGGAC􀆼3' 5'􀆼GATGGTGCTTCCCGGTTTAC􀆼3'

GAPDH 5'􀆼TGGTGCTGGTATTGCTCTCA􀆼3' 5'􀆼ATGGGAGAATGGTCGCGTAT􀆼3'

2.3 统计学分析

实验 结 果 采 用 􀭺x±s 表 示,使 用 Graphpad
Prism5软件中one􀆼wayANOVA的分析方法比较

各组之间的差异,运用Dunnett检验方法进行组间

比较,以P<0.05代表有统计学意义。
3 结果

3.1 PF促进DEX诱导降低的细胞活力

MC3T3􀆼E1细胞在未造模情况下与空白组相

比,对照组细胞活力无明显变化;与对照组相比,给
予0.1~100μmol/LPF对细胞活力无明显影响。

DEX造模后,与对照组相比,DEX组细胞活力显著

降低(P<0.01);与DEX组比较,PF对细胞活力具

有显著促进作用,尤其是1μmol/L以上浓度PF组

(P<0.01)。以上提示PF可能具有抑制前成骨细

胞凋亡的作用。见图1。
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注:与对照组比较,##P<0.01,与DEX组比较,*P<0.05。
􀭺x±s,n=6。

图1 PF对 MC3T3􀆼E1细胞活力的影响

3.2 PF抑制DEX诱导的 MC3T3􀆼E1细胞凋亡

结果显示,与对照组比较,1μmol/LDEX诱导

后细胞凋亡率显著升高(P<0.01);与DEX组相比,
各浓度PF组均能显著降低细胞凋亡率。以上结果

表明PF能够抑制前成骨细胞的凋亡,提示这可能

是PF促进成骨分化的原因之一。见图2。

注:Q1.坏死细胞;Q2.晚期凋亡细胞;Q3.早期凋亡细胞;Q4.活细胞。

与对照组比较,##P<0.01;与DEX组比较,*P<0.05,**P<0.01。
􀭺x±s,n=3。

图2 PF对DEX诱导的 MC3T3􀆼E1细胞凋亡的影响

3.3 PF升高了Bcl􀆼2/Bax的比率

结果显示,与对照组相比,DEX组的Bcl􀆼2的蛋

白表达显著降低(P<0.01),Bax的蛋白表达有降低

趋势但无统计学差异,Bcl􀆼2/Bax的比率显著降低

(P<0.01);给予PF后显著促进了Bcl􀆼2的蛋白表

达,同时升高了Bcl􀆼2/Bax的比率,尤其是0.1μmol/

LPF和1μmol/LPF(P<0.01)。以上结果表明

PF可能通过升高Bcl􀆼2/Bax的比率发挥抗前成骨

细胞凋亡的作用。见图3。

注:与对照组比较,##P<0.01;与DEX组比较,**P<0.01。
􀭺x±s,n=4。

图3 PF对Bcl􀆼2和Bax蛋白表达的影响

3.4 PF抑制FoxO3a的核易位

结果显示,与对照组相比,DEX组细胞核内的

FoxO3a蛋白表达显著增多;与 DEX组相比,给予

PF后细胞核内的FoxO3a表达明显减少。以上结

果表明PF抗前成骨细胞凋亡可能与抑制FoxO3a
的核易位有关。见图4。

图4 PF对FoxO3a蛋白核易位的影响(×100)

3.5 PF促进Pred诱导斑马鱼骨骼生长

上述结果表明PF具有抗前成骨细胞凋亡的作

用,我们用斑马鱼模型观察PF是否对整体动物具

有抗OP作用。钙黄绿素染色结果显示,与对照组

相比,模型组斑马鱼的第一椎骨的骨骼面积显著降

低(P<0.05),表明造模成功;而与模型组相比,给予

PF治疗4d能增加模型斑马鱼第一椎骨的骨骼面

积,尤其是1μmol/LPF组能够显著改善骨骼面积

(P<0.05)。见图5。

注:红色框内为第一椎骨,下图×80。柱状图为第一椎骨面积。

与对照组比较,#P<0.05;与模型组比较,*P<0.05。􀭺x±s,n=4。

图5 PF对Pred诱导的斑马鱼骨量丢失的干预效应

3.6 PF调控破骨细胞标志基因和成骨细胞标志基

因的表达

OP的发生伴随着破骨细胞的增多和成骨细胞

的减少,检测破骨细胞和成骨细胞标志基因的 mR-
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NA变化有助于反应体内骨吸收和骨形成的变化情

况。PCR结果显示,与对照组相比,模型组破骨细

胞标志基因TRAP(由Acp5编码)、CTSK和MMP􀆼
9的表达明显升高,尤其是TRAP和 MMP􀆼9的表

达显著升高(P<0.05~0.01);成骨细胞标志基因

ALP和Sp7的表达呈下降趋势,Runx2a的基因表

达无 明 显 变 化。与 模 型 组 相 比,PF 组 TRAP、

CTSK 和 MMP􀆼9的 基 因 表 达 降 低,尤 其 是 10

μmol/LPF和1μmol/LPF分别显著抑制了TRAP
和CTSK的基因表达(P<0.05);ALP、Runx2a和

Sp7的基因表达升高,尤其是1μmol/LPF显著促

进了ALP和Sp7的表达(P<0.05~0.01)。见图6。

注:与对照组比较,#P<0.05,##P<0.01;

与模型组比较,*P<0.05,**P<0.01。􀭺x±s,n=3。

图6 PF对Pred诱导的斑马鱼破骨细胞和成骨细胞标志

基因表达的影响

4 讨论

PF是一种单萜类糖苷化合物,是中药白芍的主

要活性成分。现代药理研究表明PF具有抗炎、抗
氧化、抗肿瘤、免疫调节等药理作用,且毒副作用较

小,在临床广泛用于治疗炎症相关疾病[14]。前期研

究已证实了PF具有抗OP作用,多数研究认为该作

用主要与抑制骨吸收有关[8􀆼9]。近来有研究表明PF
对骨形成也可能存在促进作用[10],这一新的认识可

能使PF成为独具特色的OP治疗药物。本研究证

实了PF治疗 OP这一新的作用途径。基于PF的

安全有效性,明确其抗OP的作用及作用机制,可为

临床使用PF及白芍治疗 OP提供进一步的理论依

据。
成骨细胞是参与骨形成的关键细胞,并由前成

骨细胞分化而来[1]。OP发病过程中伴随着成骨细

胞的大量凋亡,骨形成显著减少,抑制前成骨细胞的

凋亡有助于增加成骨细胞的数目促进骨形成。Bcl􀆼
2家族成员的构成比例被认为是调控凋亡的核心机

制之一。抗凋亡蛋白Bcl􀆼2和凋亡蛋白Bax的比率

是调控细胞生死的关键指标。当Bcl􀆼2表达率超过

Bax时,启动细胞保护作用[15]。本研究中,我们发现

PF能够抑制DEX诱导的细胞凋亡,并且显著升高

了Bcl􀆼2/Bax的比率。提示PF抗前成骨细胞凋亡

可能与升高Bcl􀆼2/Bax比率有关。

FoxO转录因子是细胞响应各种应激刺激的重

要调节因子,可通过调节细胞凋亡、DNA修复、氧化

应激和细胞分化等相关基因表达改变细胞存活状

态[16]。FoxO3a是FoxO家族最主要成员,是介导

多种细胞凋亡的关键转录因子[17􀆼19]。FoxO3a调节

细胞凋亡主要与其核定位有关。有研究发现DEX
能够抑制AKT信号通路的激活,当AKT信号途径

受到抑制时,去磷酸化的FoxO3a由细胞质向细胞

核内聚集,与促凋亡基因如Bim和FasL的启动子

区域 结 合,启 动 细 胞 凋 亡[20]。最 新 研 究 发 现

FoxO3a除能上调促凋亡基因水平,同时可抑制抗凋

亡基因Bcl􀆼2的表达[21􀆼22]。本研究发现 MC3T3􀆼E1
细胞经DEX刺激后,细胞核内聚集大量的FoxO3a;
给予 PF 后,细 胞 核 内 FoxO3a表 达 减 少。提 示

FoxO3a的核易位受阻可能是PF抑制前成骨细胞

凋亡机制之一。
模式生物斑马鱼与人类基因组具有高度同源

性,大约70%的人类基因中至少有一个明显的斑马

鱼直系同源基因[23]。而斑马鱼骨骼发育机制与哺

乳动物具有高度相似性,近年多项研究基于斑马鱼

建立了 OP动物模型[13,24]。詹杨等[11]利用糖皮质

激素Pred诱导建立了斑马鱼幼鱼OP模型,并用淫

羊藿总黄酮验证了该模型的可行性和高效性。钙黄

绿素是一种荧光染料,可与骨中的钙化基质结合,反
应骨骼的生长情况。而斑马鱼的透光性使其具备使

用该荧光染料标记骨骼组织,实现对骨骼的体内可

视化[25]。成骨细胞是调控骨形成的主要功能细胞,
负责骨基质的合成、分泌和矿化等。Runx2和Sp7
是调节成骨细胞分化的重要转录因子,其表达水平

被视为成骨细胞分化程度的标志。分化成熟的成骨

细胞中富含 ALP[26]。破骨细胞是体内负责骨分解

与吸收的唯一细胞,破骨细胞吸附到旧骨质上,分泌

酸性 物 质 如 TRAP 溶 解 矿 物 质,分 泌 CTSK 和

MMP􀆼9等蛋白酶消化骨基质,形成吸收窝陷[27􀆼28]。
骨形成和骨吸收的动态平衡是维持骨骼的正常发育

和形成的关键机制。本研究中我们建立斑马鱼 OP
模型,观察PF抗OP效应。结果表明PF能够显著

增加OP斑马鱼的骨量,提示了PF具有促进骨形成
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抑制骨吸收从而改善OP的作用。对成骨和破骨均

有影响,这与前期研究一致。
综上所述,PF改善OP可能与抑制前成骨细胞

凋亡有关,且PF抑制细胞凋亡可能与上调Bcl􀆼2/

Bax比率及抑制FoxO3a的核易位有关。本研究证

实了PF通过促进骨形成治疗 OP这一新的作用途

径,为临床使用PF及白芍治疗OP提供了依据,并
为发现OP治疗药物奠定了基础。
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