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摘要：目的　探讨β－谷甾醇调控转化生长因子 β１（ＴＧＦ－β１）／果蝇母体抗脑
脊髓瘫痪同源物３（Ｓｍａｄ３）通路对骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）成骨分化的影响。
方法　将ＢＭＳＣｓ随机分为对照组、β－谷甾醇低中剂量组、高剂量实验组，对照
组正常培养，低、中、高剂量组分别以１５０、３０、６０μｇ·ｍＬ－１的 β－谷甾醇干
预。将ＢＭＳＣｓ随机分为对照组、β－谷甾醇组（６μｇ·ｍＬ－１β－谷甾醇）、Ｓｍａｄ３
抑制剂（ＳＩＳ３）组（５μｍｏｌ·Ｌ－１ＳＩＳ３）、β－谷甾醇 ＋ＳＩＳ３组（６μｇ·ｍＬ－１β－谷
甾醇＋５μｍｏｌ·Ｌ－１ＳＩＳ３）。以酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）法测定各组碱性磷酸
酶（ＡＬＰ）活性，以茜素红染色测定各组钙沉积率；以蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
法检测各组ＢＭＳＣｓ成骨分化与 ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３通路相关蛋白表达。结果　

β－谷甾醇低、中、高剂量组和对照组的 ＡＬＰ活性分别为（１２４±０１０）、
（１５３±００８）、（１８４±０１１）和（０９５±００９）Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１；钙沉积率分别为
（１９６２１±１３６７）％、（３０１７３±１６９０）％、（４２３６０±２０２５）％和（１００００±０）％；骨形
态发生蛋白 ２（ＢＭＰ－２）蛋白相对表达水平分别为０４９±００５、０８９±００７、
１３０±００９和０１３±００２；ＴＧＦ－β１蛋白相对表达水平分别为 ０４７±００４、
０８５±００７、１２６±００９和０１０±００１；ｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３蛋白相对表达水平分
别为０３２±００３、０５９±００６、０９４±００５和００８±００２。β－谷甾醇低、中、高
剂量组上述指标与对照组比较均显著升高，并呈剂量依赖性，在统计学上差异均

有统计学意义（均Ｐ＜００５）。β－谷甾醇组、ＳＩＳ３组、β－谷甾醇＋ＳＩＳ３组和对
照组的 ＡＬＰ活性分别为（１７８±０１４）、（０４３±００８）、（０９７±０１３）和
（０９１±０１０）Ｕ· ｍｇｐｒｏｔ－１；钙 沉 积 率 分 别 为 （４１０３５±１９７２）％、
（４５６２±１３９１）％、（１０９１４±１６５３）％和（１００００±０）％；ＢＭＰ－２蛋白相对表
达水平分别为１７９±０１６、０２７±００７、０８７±０１０和０８５±０１１；ＴＧＦ－β１蛋
白相对表达水平分别为 １４７±０１０、０１１±００３、０５６±００９和 ０５５±００６；
ｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３蛋 白 相 对 表 达 水 平 分 别 为 ０９４±００６、００９±００２、
０４５±００５和０４３±００４。β－谷甾醇组上述指标与对照组比较均显著升高，
而ＳＩＳ３组均显著降低，在统计学上差异有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。β－谷甾
醇＋ＳＩＳ３组上述指标与β－谷甾醇组比较均显著降低，在统计学上差异均有统
计学意义（Ｐ＜００５）。结论　β－谷甾醇可通过激活ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３通路促进
ＢＭＳＣｓ成骨分化。
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ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐＡｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅ
ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３ｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅ
ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｌ，β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｍ，β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｈ ａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ
（１２４±０１０），（１５３±００８），（１８４±０１１）ａｎｄ（０９５±００９）Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｃａｌｃｉｕｍ
ｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｗｅｒｅ（１９６２１±１３６７）％，（３０１７３±１６９０）％，（４２３６０±２０２５）％ ａｎｄ（１００００±０）％，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２（ＢＭＰ－２）ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０４９±００５，
０８９±００７，１３０±００９ａｎｄ０１３±００２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦ－β１ｗｅｒｅ
０４７±００４，０８５±００７，１２６±００９ａｎｄ０１０±００１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ
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ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）ＴｈｅＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｔｈｅβ－
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ｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＧＦ－β１ｗｅｒｅ１４７±０１０，０１１±００３，０５６±００９ａｎｄ０５５±００６，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｔｈｅｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅ０９４±００６，００９±００２，０４５±００５ａｎｄ０４３±００４，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅａｌｌｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｗｈｉｌｅ
ｔｈｅｙｗｅｒｅａｌｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＳＩＳ３ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｅβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｗｅｒｅａｌｌｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ＋ＳＩＳ３ｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌｃａｎｐｒｏｍｏｔｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３ｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ；ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１／ｍｏｔｈｅｒｓａｇａｉｎｓｔｄｅｃａｐｅｎｔａｐｌｅｇｉｃｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｈｏｍｏｌｏｇ３；ｂｏｎｅ
ｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　　刺激骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）自我更新及成骨分化可对骨再生
发挥有益作用［１］。转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１，ＴＧＦ－β１）／果蝇母体 ＤＰＰ同源物３
（ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａｍｏｔｈｅｒｓａｇａｉｎｓｔＤＰＰｈｏｍｏｌｏｇ３，Ｓｍａｄ３）是
调控成骨分化的重要信号通路，其通路表达下调与骨

质疏松关系密切［２］，激活该信号通路可促进人ＢＭＳＣｓ
成骨分化［３］。β－谷甾醇是一种植物甾醇，可促进成
骨细胞分化，对骨质疏松症发挥治疗作用［４－５］，有研

究表明，β－谷甾醇可以激活ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３信号通
路［６］，由此推测 β－谷甾醇可能通过激活 ＴＧＦ－β１／

Ｓｍａｄ３信号通路促进 ＢＭＳＣｓ成骨分化。本文探讨
β－谷甾醇对ＢＭＳＣｓ成骨分化的促进作用，为 β－谷
甾醇应用于骨修复提供理论基础。

材料与方法

１　材料
细胞　人ＢＭＳＣｓ，购自武汉普诺赛生命科技有限

公司。

药品与试剂　β－谷甾醇，规格：２５ｍｇ，纯度：
≥９５％，批号：Ｓ１２７０，购自上海西格玛奥德里奇贸易
有限公司；Ｓｍａｄ３抑制剂（ｓｍａｄ３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＳＩＳ３），规
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２０Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４２）

格：２５ｍｇ，纯度：９８７１％，批号：ＨＹ－１３０１３，购自美国
ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）试剂盒、茜素红Ｓ钠盐染剂，
均购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；人碱性磷酸酶
（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）酶联 免 疫 吸 附 试 验
（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒，
购自武汉吉立德生物科技有限公司；ＨＲＰ－驴抗兔二
抗、兔源抗人Ａｎｔｉ－骨形态发生蛋白２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏ
ｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，ＢＭＰ－２）、骨钙素 （Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ，
ＯＣＮ）、Ｒｕｎｔ相关转录因子 ２（ｒｕｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）、成骨细胞特异性转录因子
（Ｏｓｔｅｒｉｘ，Ｏｓｘ）、Ｓｍａｄ３、甘油醛 －３－磷酸脱氢酶
（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－ ３ － ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＧＡＰＤＨ）、转化生长因子 －β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ－β１，ＴＧＦ－β１）与 ｐ－Ｓｍａｄ３一抗，均购自美国
Ａｂｃａｍ公司；ＢＭＳＣｓ完全培养基及其成骨诱导分化培
养基，均购自武汉普诺赛生命科技有限公司。

仪器　Ｃ－１１５０酶标仪，德国 Ｌｅｉｃａ公司产品；
ＧＸ５３光学显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ株式会社产品；
ＳＥ４００垂直电泳系统、ＴＥ６２转印系统，美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ
公司产品等。

２　实验方法
２１　细胞培养

采用ＢＭＳＣｓ完全培养基进行常规培养，进行成骨
诱导分化时换用成骨诱导分化培养基，置于含 ５％
ＣＯ２、湿度９５％及３７℃恒温细胞培养箱中培养。
２２　β－谷甾醇合适作用浓度筛选［３］

ＢＭＳＣｓ快速解冻复苏后传代培养，取第３代细胞
以每孔１×１０４个的密度接种在９６孔板培养２４ｈ，采
用０００、１５０、３００、６００、９００μｇ·ｍＬ－１的 β－谷甾
醇干预２４ｈ［５］，同时设不接种细胞的空白对照，每孔
加入１０μＬＣＣＫ－８试剂孵育１５ｈ，采用酶标仪测定
４５０ｎｍ处各β－谷甾醇干预组细胞吸光度，测定其细
胞活力。

细胞活力（％）＝（β－谷甾醇干预组吸光度 －对
照组吸光度）／（０μｇ·ｍＬ－１的β－谷甾醇干预组吸光
度－对照组吸光度）×１００％。

取第３代 ＢＭＳＣｓ以每孔１×１０５个的密度接种在
２４孔 板 培 养 ２４ｈ，用 ０００、１５０、３００、６００、
９００μｇ·ｍＬ－１的β－谷甾醇干预２４ｈ，用 ＢＭＳＣｓ成
骨诱导分化培养基诱导成骨分化１４ｄ，分组收集ＢＭＳＣｓ
于ＲＩＰＡ内裂解，离心取上清，参照ＡＬＰＥＬＩＳＡ试剂盒
说明书在酶标包被板中进行加样、加酶温育（３７℃、
６０ｍｉｎ）、洗涤、显色、终止反应等一系列操作后，用酶标

仪测定各组ＢＭＳＣｓ吸光度后分析计算其ＡＬＰ活性。
２３　细胞分组与干预方法［３］

取第３代的ＢＭＳＣｓ，以每孔１×１０５个的密度接种
在２４孔板培养２４ｈ，随机分为对照组、β－谷甾醇低
剂量组、β－谷甾醇中剂量组和 β－谷甾醇高剂量组，
对照组细胞正常培养不进行药物干预，β－谷甾醇低
剂量组、β－谷甾醇中剂量组和 β－谷甾醇高剂量组
细胞分别用１５０、３００、６００μｇ·ｍＬ－１的β－谷甾醇
进行干预，干预２４ｈ后对各组ＢＭＳＣｓ进行成骨分化及
蛋白检测。

２４　用 ＥＬＩＳＡ、茜素红染色分别检测各组 ＢＭＳＣｓ
ＡＬＰ与钙沉积率［３］

ＡＬＰ活性测定　按“２２”中方法测定分组干预
后的各组ＢＭＳＣｓ的ＡＬＰ活性。

茜素红染色　诱导分组干预后的各组 ＢＭＳＣｓ成
骨分化１４ｄ，固定后镜下拍照，然后行茜素红染色，洗
涤后镜下拍摄，然后加入１０％西吡氯铵将与钙结合的
茜素红充分溶解，用酶标仪测定５６０ｎｍ处各组光密
度，计算钙沉积率。

钙沉积率（％）＝药物干预组吸光度／对照组吸光
度×１００％。
２５　用蛋白质印迹法检测成骨分化与 ＴＧＦ－β１／
Ｓｍａｄ３通路相关蛋白表达［３］

分组收集分组干预后的各组 ＢＭＳＣｓ，于 ＲＩＰＡ内
裂解，离心取上清，其中总蛋白以 ＢＣＡ法测定浓度后
进行煮沸变性，以每孔３０００μｇ上样进行电泳分离，
全湿电转后进行封闭，４℃下分别孵育Ａｎｔｉ－ＢＭＰ－２、
ＯＣＮ、Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｘ、Ｓｍａｄ３、ＴＧＦ－β１、ｐ－Ｓｍａｄ３与
ＧＡＰＤＨ一抗过夜，洗涤后３７℃下孵育二抗２ｈ，再次
洗涤后对各组蛋白条带进行显色，拍照后定量其灰

度，用ＧＡＰＤＨ做内参对照归一化蛋白相对表达。
２６　探究抑制 ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３通路激活对 β－谷
甾醇调控ＢＭＳＣｓ成骨分化的作用的影响

取第３代ＢＭＳＣｓ以每孔１×１０５个的密度接种在
２４孔板培养２４ｈ，随机分为４组，正常培养不进行药
物干预的细胞设为对照组，用 ６００μｇ·ｍＬ－１的
β－谷甾醇干预的细胞设为 β－谷甾醇组，用
５μｍｏｌ·Ｌ－１的ＳＩＳ３（ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３通路抑制剂）
干预的细胞设为 ＳＩＳ３组［７］，用 ６００μｇ·ｍＬ－１的
β－谷甾醇和５００μｍｏｌ·Ｌ－１的ＳＩＳ３联合干预的细胞
设为β－谷甾醇＋ＳＩＳ３组，干预２４ｈ后以同法对各组
ＢＭＳＣｓ进行成骨分化及蛋白检测［３］。

３　统计学处理
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０软件进行统计分析，实验
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数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间多重比较进行单因素方差分
析，事后两两比较行ＳＮＫ－ｑ检验。

结　　果

１　β－谷甾醇合适作用浓度筛选结果
０００、１５０、３００、６００μｇ·ｍＬ－１的β－谷甾醇干

预时 ＢＭＳＣｓ细胞活力分别为 （１００００±０）％、
（９９６１±１２５４）％、 （１０５１２ ± １８７６）％ 和

（１１０４３±２４３１）％，β－谷甾醇浓度≤６μｇ·ｍＬ－１

时对 ＢＭＳＣｓ细胞活力几乎无影响（均Ｐ＞００５）。
０００、１５０、３００、６００、９００μｇ·ｍＬ－１的 β－谷甾醇
干预时 ＢＭＳＣｓＡＬＰ活性分别为（０９１±０１１）、
（１２８±０１０）、（１５９±０１２）、（１９５±０１４）和
（２２３±００９）Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１，１５０、３００、６００、９００
μｇ·ｍＬ－１的β－谷甾醇均可显著提高 ＢＭＳＣｓＡＬＰ活
性（Ｐ＜００５），因而本文为了排除细胞增殖对实验结
果的影响，选择１５０、３００、６００μｇ·ｍＬ－１的 β－谷
甾醇干预ＢＭＳＣｓ进行后续实验。

表１　各组骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）碱性磷吸酶（ＡＬＰ）活
性与钙沉积率（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）ａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏ
ｓｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ（ＢＭＳＣｓ）ｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙ

（Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１）

Ｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ６ ０９５±００９ １００００±０

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｌｇｒｏｕｐ ６ １２４±０１０ １９６２１±１３６７

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｍｇｒｏｕｐ ６ １５３±００８＃ ３０１７３±１６９０＃

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｈｇｒｏｕｐ ６ １８４±０１１＃△ ４２３６０±２０２５＃△

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｄｉｄｎｏｔｒｅｃｅｉｖｅａｎｙｄｒｕｇｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ；β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｌ

ｇｒｏｕｐ，β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｈｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１５，

３０，ａｎｄ６０μｇ·ｍＬ－１ｏｆβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌｆｏｒ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

２　β－谷甾醇对ＢＭＳＣｓ成骨分化的影响
与对照组比较，β－谷甾醇低、中、高剂量实验组

ＡＬＰ活性与钙沉积率均显著升高，并呈剂量依赖性
（Ｐ＜００５），见表１。
３　β－谷甾醇对 ＢＭＳＣｓ成骨分化相关蛋白表达的
影响

与对照组比较，β－谷甾醇低、中、高剂量组
ＢＭＰ－２、Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ、Ｏｓｘ蛋白相对表达水平均显著
升高，并呈剂量依赖性（均Ｐ＜００５），见表２和图１。
４　β－谷甾醇对ＢＭＳＣｓＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３通路相关
蛋白表达的影响

与对照组比较，β－谷甾醇低、中、高剂量实验组
ＴＧＦ－β１蛋白和ｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３相对表达水平均显
著升高，并呈剂量依赖性（均Ｐ＜００５），见表３。
５　ＳＩＳ３对 β－谷甾醇的 ＢＭＳＣｓ成骨分化促进作用
的影响

与对照组比较，β－谷甾醇组 ＡＬＰ活性与钙沉积
率显著升高（均Ｐ＜００５），ＳＩＳ３组ＡＬＰ活性与钙沉积
　　

图 １　蛋白质印迹法检测各组ＢＭＳＣｓ成骨分化相关蛋白表达
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｓｏｆＢＭＳＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｍｇｒｏｕｐ；

Ｄ：β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｈｇｒｏｕｐ

表２　各组ＢＭＳＣｓ成骨分化相关蛋白相对表达（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＢＭＳＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＢＭＰ－２ Ｒｕｎｘ２ ＯＣＮ Ｏｓｘ

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ０１３±００２ ０１８±００４ ００９±００１ ０２０±００５
β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｌｇｒｏｕｐ ０４９±００５ ０５７±００６ ０４７±００４ ０５９±００７

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｍｇｒｏｕｐ ０８９±００７＃ ０９８±００８＃ ０８６±００６＃ １０１±０１０＃

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｈｇｒｏｕｐ １３０±００９＃△ １３９±０１０＃△ １２５±００８＃△ １４２±０１２＃△

ＤｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏＴａｂｌｅ１ＢＭＳＣｓ：Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＢＭＰ－２：Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２；Ｒｕｎｘ２：Ｒｕｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ２；ＯＣＮ：Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ；Ｏｓｘ：ＯｓｔｅｒｉｘＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２０Ｏｃｔｏｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４２）

率均显著降低（均 Ｐ＜００５）；与 β－谷甾醇组比较，
β－谷甾醇＋ＳＩＳ３组 ＡＬＰ活性与钙沉积率显著降低
（均Ｐ＜００５），见表４。
６　ＳＩＳ３对β－谷甾醇的 ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３通路及成
骨分化相关蛋白表达调控作用的影响

与对照组比较，β－谷甾醇组 ＢＭＰ－２、Ｒｕｎｘ２、
　　
表３　各组ＢＭＳＣｓ转化生长因子 β１（ＴＧＦ－β１）／果蝇母体抗
脑脊髓瘫痪同源物３（Ｓｍａｄ３）通路相关蛋白相对表达（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３ｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＢＭＳＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＧＦ－β１ ｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０１０±００１ ００８±００２

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｌ ０４７±００４ ０３２±００３

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｍ ０８５±００７＃ ０５９±００６＃

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｈ １２６±００９＃△ ０９４±００５＃△

ＤｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏＴａｂｌｅ１Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

表４　各组ＢＭＳＣｓＡＬＰ活性与钙沉积率（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＢＭＳＣｓｉｎ
ｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
ＡＬＰａｃｔｉｖｉｔｙ

（Ｕ·ｍｇｐｒｏｔ－１）

Ｃａｌｃｉｕｍｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｒａｔｅ（％）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ６ ０９１±０１０ １００００±０

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ ６ １７８±０１４ ４１０３５±１９７２

ＳＩＳ３ ６ ０４３±００８ ４５６２±１３９１

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ＋ＳＩＳ３ ６ ０９７±０１３＃ １０９１４±１６５３＃

ＳＩＳ３：Ｓｍａｄ３ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ； Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ： Ｄｉｄ ｎｏｔｒｅｃｅｉｖｅａｎｙｄｒｕｇ

ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ；β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ６μｇ·ｍＬ－１β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ

ｆｏｒ２４ｈ；ＳＩＳ３ｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５μｍｏｌ· Ｌ－１ ＳＩＳ３ｆｏｒ２４ｈ；

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ＋ＳＩＳ３ｇｒｏｕｐ：Ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ６μｇ·ｍＬ－１

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌａｎｄ５μｍｏｌ·Ｌ－１ＳＩＳ３ｆｏｒ２４ｈＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

ＯＣＮ、Ｏｓｘ、ＴＧＦ－β１蛋白表达与 ｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３均
显著升高（均 Ｐ＜００５），ＳＩＳ３组 ＢＭＰ－２、Ｒｕｎｘ２、
ＯＣＮ、Ｏｓｘ、ＴＧＦ－β１蛋白表达与 ｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３均
显著降低（均Ｐ＜００５）；与β－谷甾醇组比较，β－谷
甾醇＋ＳＩＳ３组ＢＭＰ－２、Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ、Ｏｓｘ、ＴＧＦ－β１蛋
白表 达 与 ｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３均 显 著 降 低 （均
Ｐ＜００５），见表５和图２。

图 ２　蛋白质印迹法检测各组 ＢＭＳＣｓ成骨分化与 ＴＧＦ－β１／
Ｓｍａｄ３通路相关蛋白表达
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３ｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＢＭＳＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＳＩＳ３ｇｒｏｕｐ；Ｄ：β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ

＋ＳＩＳ３ｇｒｏｕｐ

表５　各组ＢＭＳＣｓ成骨分化与ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３通路相关蛋白相对表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ５　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｎｄＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３ｐａｔｈｗａｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆＢＭＳＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝６）

Ｇｒｏｕｐ ＢＭＰ－２ Ｒｕｎｘ２ ＯＣＮ Ｏｓｘ ＴＧＦ－β１ ｐ－Ｓｍａｄ３／Ｓｍａｄ３

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０８５±０１１ ０７６±００９ ０６９±００８ ０８０±０１１ ０５５±００６ ０４３±００４

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ １７９±０１６ １６８±０１４ １６１±０１３ １７６±０１４ １４７±０１０ ０９４±００６

ＳＩＳ３ ０２７±００７ ０２２±００６ ０１７±００５ ０２６±００７ ０１１±００３ ００９±００２

β－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌ＋ＳＩＳ３ ０８７±０１０＃ ０７８±０１０＃ ０７１±００９＃ ０８３±０１２＃ ０５６±００９＃ ０４５±００５＃

ＤｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏＴａｂｌｅ４ＢＭＳＣｓ：Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＢＭＰ－２：Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２；Ｒｕｎｘ２：Ｒｕｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃ

ｔｏｒ２；ＯＣＮ：Ｏｓｔｅｏｃａｌｃｉｎ；Ｏｓｘ：Ｏｓｔｅｒｉｘ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈβ－ｓｉｔｏｓｔｅｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５ＴＧＦ－β１：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ１
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讨　　论

广泛分布于骨髓组织中的 ＢＭＳＣｓ具有多向分化
潜能，在骨骼疾病的治疗中发挥关键作用，因而探寻

增强ＢＭＳＣｓ成骨分化的有效方法具有重大临床价
值［８－１０］。β－谷甾醇可影响骨骼形态与功能，能通过
减少破骨细胞形成而抑制去卵巢小鼠骨丢失［１１］，作

为细辛－白芷药对的活性成分，能有效促进成骨细胞
分化［１２］，还可促进体内骨形成［１３］，且 β－谷甾醇作为
更为安全的一种天然植物甾醇，具有多靶点调控骨代

谢、高安全性及天然来源等优势，适合骨骼疾病的长

期管理。因此，本文选择 β－谷甾醇，探究其对
ＢＭＳＣｓ成骨分化作用的研究，结果显示，β－谷甾醇
干预后 ＢＭＳＣｓ钙沉积率与 ＡＬＰ活性明显升高，且
免疫印记实验结果显示 β－谷甾醇干预后 ＢＭＳＣｓ
的成骨分化相关蛋白 ＢＭＰ－２、Ｒｕｎｘ２、ＯＣＮ、Ｏｓｘ表
达明显升高，均呈剂量依赖性，与前人研究相比，本

研究首次证实了 β－谷甾醇可呈剂量依赖性的促
进 ＢＭＳＣｓ成骨分化。

ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３是调控细胞成骨分化的重要信
号通路［１４－１６］，可以触发包括 ＢＭＳＣｓ在内的间充质干
细胞成骨分化，增强骨形成，进而对胫骨缺损、骨质疏

松症发挥潜在的治疗作用［３，１７］。本文结果显示，

β－谷甾醇可呈剂量依赖性的升高 ＢＭＳＣｓＴＧＦ－β１
蛋白表达与 Ｓｍａｄ３磷酸化，与前人研究相比，本研究
首次证实了ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３信号通路可被 β－谷甾
醇激活，并可以介导β－谷甾醇对ＢＭＳＣｓ成骨分化的
促进作用。以β－谷甾醇与 ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３通路抑
制剂ＳＩＳ３联合干预ＢＭＳＣｓ，可减弱β－谷甾醇单独干
预对ＢＭＳＣｓ成骨分化相关蛋白表达的上调作用，消除
其对ＢＭＳＣｓ成骨分化的促进作用。前人研究表明，
β－谷甾醇可与丝裂原活化蛋白激酶 １、蛋白激酶
Ｂ１等关键靶点结合，通过调节免疫炎症反应成骨
细胞分化更缓解骨质疏松症［４］，且 β－谷甾醇作为
辣木叶提取物的活性成分之一，可通过增强

ＢＭＰ－２和 Ｒｕｎｘ２基因表达而促进原代成骨细胞成
骨分化［１８］，由此可知，β－谷甾醇介导成骨分化是
通过多靶点、多信号进行的，而本研究明确了

β－谷甾醇促进 ＢＭＳＣｓ成骨分化是通过激活
ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３信号通路实现的，是通过直接作
用还是通过调控其它信号的间接作用，本研究尚未

进行探讨，存在一定局限性，后续还需通过网络药

理学和分子对接实验进行深入探讨。

总而言之，β－谷甾醇可呈剂量依赖性的上调
成骨分化相关蛋白表达，进而增强 ＢＭＳＣｓ成骨分
化能力，激活 ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄ３通路可能是其发挥
成骨促进作用的药理机制，本文证实了 β－谷甾醇
具有促进骨形成再生的潜力，为其应用于骨修复、

抗骨质疏松等领域提供了新的理论依据。本研究

关于 β－谷甾醇具体药理机制的研究并不全面，且
还未涉及体内动物实验，存在一定不足和局限性，

后续需进行体内实验、网络药理学研究等来完善不

足之处。
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·科学文摘·

Ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ在转甲状腺素蛋白淀粉样变性心肌病患者中的应用

引自：ＦＯＮＴＡＮＡＭ，ＢＥＲＫＪＬ，ＧＩＬＬＭＯＲＥＪＤ，ｅｔａｌＶｕｔｒｉｓｉｒａｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎａｍｙｌｏｉｄｏｓｉｓｗｉｔｈ
ｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，２０２５，３９２（１）：３３—４４

转甲状腺素蛋白淀粉样变性心肌病（ｔｒａｎｓｔｈｙｒｅｔｉｎａｍｙｌｏｉｄｏｓｉｓｗｉｔｈｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙ，ＡＴＴＲ－ＣＭ）是一种进行
性、致命性疾病。Ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ是一种皮下给药的ＲＮＡ干扰治疗药物，可抑制肝脏转甲状腺素蛋白的产生。在这项
双盲、随机试验中，研究者将ＡＴＴＲ－ＣＭ患者按１∶１的比例分配接受ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ（２５ｍｇ）或安慰剂治疗，每１２周一
次，持续长达３６个月。主要复合终点是全因死亡和复发性心血管事件。次要终点包括全因死亡率、６分钟步行
测试距离较基线的变化，以及堪萨斯城心肌病问卷总体评分（Ｋａｎｓａｓｃｉｔｙｃａｒｄｉｏｍｙｏｐａｔｈｙｑｕｅｓｔｉｏｎｎａｉｒｅ－ｏｖｅｒａｌｌ
ｓｕｍｍａｒｙ，ＫＣＣＱ－ＯＳ）较基线的变化。在总体人群和单药治疗人群（基线时未接受他法米地治疗的患者）中评
估疗效终点，并进行分层检验。

共有６５５名患者接受随机分组；３２６名被分配接受ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ治疗，３２９名接受安慰剂治疗。与安慰剂相比，
Ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ治疗导致全因死亡和复发性心血管事件的风险更低［总体人群中的风险比为０７２；９５％置信区（ｃｏｎｆｉ
ｄｅｎｃｅｉｎｔｅｒｖａｌ，ＣＩ）为 ０５６至 ０９３；Ｐ＝００１；单药治疗人群中的风险比为 ０６７；９５％ ＣＩ为 ０４９至 ０９３；
Ｐ＝００２］，并且在４２个月内全因死亡风险也更低（总体人群中的风险比为０６５；９５％ ＣＩ为０４６至０９０；Ｐ＝
００１）。在总体人群中，ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ组有１２５名患者，安慰剂组有１５９名患者至少发生了一次主要终点事件。在总
体人群中，与安慰剂相比，ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ治疗导致６分钟步行测试距离的下降幅度更小（最小二乘均值差为２６５米；
９５％ ＣＩ为１３４至３９６；Ｐ＜０００１），并且ＫＣＣＱ－ＯＳ评分的下降幅度也更小（最小二乘均值差为５８分；９５％
ＣＩ为２４至９２；Ｐ＜０００１）。在单药治疗人群中观察到类似的益处。两组的不良事件发生率相似（ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ组
为９９％，安慰剂组为９８％）；ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ组中有６２％的患者发生严重不良事件，安慰剂组中这一比例为６７％。在
ＡＴＴＲ－ＣＭ患者中，与安慰剂相比，ｖｕｔｒｉｓｉｒａｎ治疗可降低全因死亡和心血管事件的风险，并能维持功能状态和生
活质量。


