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摘要：目的　基于５′－腺嘌呤核苷酸依赖的蛋白激酶（ＡＭＰＫ）／哺乳动物雷帕霉
素靶蛋白（ｍＴＯＲ）通路调控自噬探讨 β－蜕皮甾酮对大鼠骨髓间充质干细胞
（ＢＭＳＣｓ）成骨分化的干预作用及机制。方法　将ＢＭＳＣｓ细胞分为对照组（正常
培养）和低、中、高剂量组（用００１、０１０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１的β－蜕皮甾酮进行
干预）。用实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）法测定细胞基因的表达，用
免疫荧光（ＩＦ）法测定细胞蛋白相对表达水平。结果　对照组和低、中、高剂量组
的碱性磷酸酶（ＡＬＰ）ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １０１±０１４、１２２±００５、
１２８±００５和１５９±０２０，Ｒｕｎｔ相关转录因子２（ＲＵＮＸ２）ｍＲＮＡ相对表达水平
分别为１００±００７、１４５±００７、２１１±０３２和４６７±１４５，磷酸化 ＡＭＰＫ蛋白
相对表达水平分别为００７±００１、０１１±００１、００６±００１和０１８±００１，选择
性自噬接头蛋白（ｐ６２／ＳＱＳＴＭ１）相对表达水平分别为１７２±００２、１６７±００２、
０９４±００１和００４±００１，ｐ－ｍＴＯＲ蛋白相对表达水平分别为 ０６６±００１、
０４０±００１、０４２±００１和００４±００１，微管相关蛋白轻链３（ＬＣ３Ｂ）蛋白相对
表达水平分别为００７±００１、０２０±００１、０８７±００５和１２７±００４。低、中、
高剂量组的上述指标与对照组比较，在统计学上差异均有统计学意义

（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）。结论　β－蜕皮甾酮能够通过激活ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路调
控ＢＭＳＣｓ自噬促进其成骨分化。
关键词：β－蜕皮甾酮；５′－腺嘌呤核苷酸依赖的蛋白激酶／雷帕霉素靶蛋白通
路；骨髓间充质干细胞；成骨分化；自噬
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ａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ１０１±０１４，１２２±００５，１２８±００５，
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ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ００７±００１，０１１±００１，００６±００１，０１８±００１；ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１（ｐ６２／ＳＱＳＴＭ１）ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ１７２±００２、１６７±００２、０９４±００１、００４±００１；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ－ｍＴＯＲｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０６６±００１，０４０±００１，０４２±００１，００４±００１；ａｎｄｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ（ＬＣ３Ｂ）ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
００７±００１，０２０±００１，０８７±００５，１２７±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｌｏｗ－，ｍｉｄｄｌｅ－，ａｎｄｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓａｎｄｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　
β－ｅｃｄｙｓｓｔｅｒｏｎｅｃａｎｒｅｇｕｌａｔｅａｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＢＭＳＣｓｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：β－ｅｃｄｙｓｓｔｅｒｏｎｅ；ａｄｅｎｏｓｉｎｅ５′－ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｋｉｎａｓｅ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ／ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎｐａｔｈｗａｙ；ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；ａｕｔｏｐｈａｇｙ

　　骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）与包括更年期和衰
老在内的各种因素有关，是最常见的慢性代谢性骨

病［１］。骨吸收和骨形成的不平衡是造成ＯＰ的重要原
因，而ＢＭＳＣｓ在维持这一平衡中发挥着重要作用。研
究发现，β－蜕皮甾酮可以以剂量依赖性的方式逆转
地塞米松抑制的骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｄｅ
ｒｉｖｅｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）增殖及成骨分
化，其具体机制与 β－蜕皮甾酮调控了 ＢＭＳＣｓ增殖、
凋亡和自噬有关［２－３］。自噬可促进间充质干细胞向

成骨细胞分化、提升成骨细胞的矿化能力、增强骨细

胞的活性延长骨细胞的寿命［４］。研究发现，激活５′－
腺嘌呤核苷酸依赖的蛋白激酶（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ５′－ｍｏｎｏ
ｐｈｏｓｐｈａｔｅｋｉｎａｓｅ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＭＰＫ）／哺乳动物
雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，
ｍＴＯＲ）信号通路可以提高骨相关细胞自噬，改善骨微
结构［５］。本研究旨在探究 β－蜕皮甾酮对 ＢＭＳＣｓ细
胞增殖和成骨分化的干预作用。

材料与方法

１　材料
动物　雌性 ＳＤ大鼠，鼠龄１２周，体质量１８０～

２２０ｇ，由甘肃中医药大学实验动物中心提供。动物生
产许可证号：ＳＣＸＫ（甘）２０２１－０００４。本实验经甘肃
中医药大学实验动物伦理委员会批准（伦理批号：

２０２３－７４５）。
药物与试剂　β－蜕皮甾酮，规格：每支１０ｍｇ，批

号：１０５３１４，美国 ＭＣＥ公司生产。ＣＤ９０抗体、ＣＤ２９
抗体，均为美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司生产；ＣＤ４５抗体，杭州
联科生物技术有限公司生产；细胞计数试剂盒８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），上海翌圣生物科技股份有

限公司生产；成骨诱导培养液，武汉普诺赛生命科技

有限公司生产；４％组织细胞固定液，北京索莱宝科技
有限公司生产；碱性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，
ＡＬＰ）显色试剂盒、茜素红（ａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄＳ，ＡＲＳ）染色
液，均由碧云天公司生物技术有限公司生产；微管相

关蛋白轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔ
ｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ，ＬＣ３Ｂ）、磷酸化 ＡＭＰＫ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ＡＭＰＫ，ｐ－ＡＭＰＫ）、磷酸化 ｍＴＯＲ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｍＴＯＲ，ｐ－ｍＴＯＲ）抗体，江苏亲科生物研究中心有限
公司生产；选择性自噬接头蛋白（ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１，ｐ６２／
ＳＱＳＴＭ１）抗体，美国 ＧｅｎｅＴｅｘ公司生产；引物，上海百
赛生物技术股份有限公司设计合成。

仪器　ＦＡＣＳＣｅｌｅｓｔａ高端分析型流式细胞仪，美
国 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司产品；ｉＭａｒｋ酶标仪，美国
Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；ＩＣＸ４１显微镜，宁波舜宇光学科技
有限公司产品；ＦＶ１０００激光扫描共聚焦显微镜，日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司产品；ＣＧ－０５－１４９２实时荧光定量聚合
酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅ
ｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）仪，杭州晶格科学仪器有限
公司产品。

２　实验方法
２１　ＢＭＳＣｓ的分离培养与鉴定

取ＳＤ大鼠处死后，７５％乙醇浸泡，分离双侧股
骨，纱布擦去多余组织，磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）充分洗涤，剪去股骨两端后，用无血
清 αＭＥＭ冲洗骨髓腔，转移至含细胞的 αＭＥＭ至
１５ｍＬ离心管，以１０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清液，
用含有１０％胎牛血清和１％双抗的 α－ＭＥＭ培养基
４ｍＬ重悬沉淀，接种在培养皿内培养，２ｄ更换１次培
养基，当细胞汇合至８０％后用０２５％胰蛋白酶进行消
化传代，取第３代细胞鉴定为ＢＭＳＣｓ后开展后续实验。



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　５２９　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２６）

胰酶消化ＢＭＳＣｓ，终止消化后１０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心５ｍｉｎ，弃上清液，用 ＰＢＳ洗涤后重悬，加入 ＣＤ４５、
ＣＤ４４或ＣＤ９０５μＬ在黑暗中３７℃孵育１５ｍｉｎ，孵育
结束后用流式细胞仪评估平均荧光强度。

２２　药物制备
将β－蜕皮甾酮４８ｍｇ常温下溶于二甲基亚砜

１ｍＬ中，反复吹打至完全溶解，得到１×１０４μｍｏｌ·Ｌ－１

β－蜕皮甾酮，存放于－２０℃冰箱内备用。实验时取
１×１０４μｍｏｌ·Ｌ－１的β－蜕皮甾酮溶液稀释得出终浓
度为００１、０１０、１００和１０００μｍｏｌ·Ｌ－１的含β－蜕
皮甾酮培养基。

２３　ＣＣＫ－８筛选药物浓度
将ＢＭＳＣｓ细胞接种于９６孔板中（２×１０４个细胞

每孔），待细胞贴壁后，用含不同浓度 β－蜕皮甾酮
（０、００１、０１０、１００和１０００μｍｏｌ·Ｌ－１）的完全培养
基分别干预３、５和７ｄ，干预结束后每孔加入ＣＣＫ－８溶
液１０μＬ，３７℃培养箱中孵育１５ｈ，用酶标仪在４５０ｎｍ
测定各孔的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
２４　细胞分组与给药方法

细胞分为对照组和低、中、高剂量组。对照组使

用成骨诱导液诱导细胞和低、中、高剂量组分别在对

照组的基础上用００１、０１０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１β－蜕
皮甾酮进行干预。

２５　ＡＬＰ染色检测细胞碱性磷酸酶水平
分别将ＢＭＳＣ细胞以每孔１×１０６个接种至１２孔

板中，细胞生长至８０％后，按照细胞分组用含不同浓
度β－蜕皮甾酮的成骨诱导培养液诱导１４ｄ，诱导结
束后弃去旧培养基，按照碱性磷酸酶显色试剂盒说明

书进行操作，在倒置显微镜下观察拍照。

２６　ＡＲＳ染色检测细胞钙盐沉积水平
取ＢＭＳＣｓ细胞以每孔２×１０６个接种于６孔板中，

按“２４”实验分组给予相应药物连续干预２１ｄ后，根
据茜素红Ｓ染色液说明书进行操作，在倒置显微镜下
观察拍照。

２７　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测各组细胞中ＡＬＰ、Ｒｕｎｔ相关转
录因子 ２（Ｒｕｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，
ＲＵＮＸ２）和 Ｓｐ７转录因子（Ｓｐ７ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，
Ｓｐ７）ｍＲＮＡ相对表达水平

将 ＢＭＳＣｓ细胞接种至培养瓶中，待细胞生长
至８０％后，根据上述实验分组连续干预 １４ｄ。用
总 ＲＮＡ提取试剂（Ｔｒｉｚｏｌ）提取各组细胞 ＲＮＡ，用
分光光度计进行浓度测定后，按照反转录试剂盒说

明书配制逆转录反应体系，总反应体系为１０μＬ，反
转录成 ｃＤＮＡ；按照扩增试剂盒说明书进行 ＰＣＲ扩

增，反应条件为９５℃ ３０ｓ，９５℃ １０ｓ，６０℃ １０ｓ，
７２℃ ３０ｓ，４０个循环。以β－ａｃｔｉｎ作为内对照，用
２－ΔΔＣＴ法计算各组细胞中ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２和ＳＰ７ｍＲＮＡ
的相对表达水平。

２８　免疫荧光法分别检测各组细胞中 ｐ－ＡＭＰＫ、
ｐ－ｍＴＯＲ、ＬＣ３Ｂ、ｐ６２蛋白相对表达水平

将细胞以每孔１×１０５个均匀铺在１２孔板内，按
分组干预后，ＰＢＳ洗涤３遍，４％组织细胞固定液固定
１５ｍｉｎ，通透２０ｍｉｎ，封闭３０ｍｉｎ，与一抗孵育过夜，二
抗避光孵育１ｈ后清洗，滴加４′，６－联脒 －２′－苯基
吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２′－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）孵
育，封片，在共聚焦显微镜下拍照并分析目的蛋白表

达情况，用ＩｍａｇｅＪ分析各组目的蛋白与ＤＡＰＩ荧光强
度的比值。

３　统计学处理
用ＳＰＳＳ２７０软件进行统计分析。计量资料呈正

态分布，用 珋ｘ±ｓ表示，组间比较用单因素方差分析，方
差齐性的两两比较用 ＬＳＤ－ｔ法，方差不齐的两两比
较用Ｔａｍｈａｎｅ＇ｓＴ２法。

结　　果

１　ＢＭＳＣｓ细胞及成骨分化能力的鉴定
１１　ＢＭＳＣｓ表面标志物的鉴定

流式细胞术分析鉴定 ＢＭＳＣｓ细胞表面标志物：
ＣＤ２９和 ＣＤ９０的表达呈阳性，平均荧光强度分别为
（９８６６±２１１）％和（９８３８±１８５）％，ＣＤ４５的表达呈
阴性，为（１７０±２８４）％。符合典型的 ＢＭＳＣｓ表面
标志物特点，鉴定该细胞确为ＢＭＳＣｓ细胞。
１２　ＢＭＳＣｓ成骨分化能力鉴定

如图１所示：传代至第 ３～５代的原代 ＢＭＳＣｓ
细胞表现为梭形或成纤维样细胞，成骨诱导 １４ｄ
后，ＡＬＰ染色可见，与未诱导细胞比较，成骨诱导液
干预的细胞在膜及胞浆内有明显的蓝黑色颗粒。

成骨诱导２１ｄ后，ＡＲＳ染色可见，与未诱导细胞比
较，成骨诱导液干预的细胞中红色钙结节更加

明显。

２　β－蜕皮甾酮对ＢＭＳＣｓ细胞增殖分化的影响
ＣＣＫ－８实验结果显示，用β－蜕皮甾酮（０１０和

１００μｍｏｌ·Ｌ－１）处理的 ＢＭＳＣｓ的增殖活性与
０μｍｏｌ·Ｌ－１组相比，在第１、３、５和７天均显著升高
（均Ｐ＜００５）。各组 ＢＭＳＣｓ细胞 ４５０ｎｍ处的 ＯＤ
值，见表 １。因此，在本研究中选择了浓度为 ００１、
０１０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１β－蜕皮甾酮用于后续实验。



５３０　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第４期　２０２５年２月（总第４２６期）　　　　

图 １　骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）成骨分化能力测定（×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ
（ＢＭＳＣｓ）ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙａｓｓａｙ（×１００）
Ａ：Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）ｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：Ａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄ（ＡＲＳ）ｓｔａｉｎｉｎｇ；

１：Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；２：Ｕｎｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐ

３　β－蜕皮甾酮对ＢＭＳＣｓ细胞成骨分化能力的影响
ＡＬＰ染色结果显示，低、中、高剂量组与对照组相

比，ＢＭＳＣｓ细胞中的 ＡＬＰ染色阳性表达增加，且中、
高剂量组的ＡＬＰ染色阳性率深于低剂量组，见图２Ａ。
ＡＲＳ染色结果显示，低、中、高剂量组与对照组相比，
　　

矿化结节数量增加，且高剂量组的矿化结节数量高于

低剂量组，见图２Ｂ。
４　β－蜕皮甾酮对ＢＭＳＣｓ细胞成骨分化标志基因表
达的影响

中剂量组和高剂量组与对照组相比，Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ
和Ｓｐ７的ｍＲＮＡ相对表达水平均显著升高（Ｐ＜００５，
Ｐ＜００１）；低剂量组与对照组相比，ＡＬＰ和Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ
的相对表达水平均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１）；高剂
量组与低剂量组相比，Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ和 ＳＰ７ｍＲＮＡ相对
表达均显著升高（Ｐ＜００５，Ｐ＜００１），见表２。
５　β－蜕皮甾酮对 ＢＭＳＣ细胞自噬以及 ＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲ通路关键蛋白表达的影响

ｐ－ＡＭＰＫ和 ＬＣ３Ｂ免疫荧光染色结果显示：低、
中、高剂量组与对照组相比，ｐ－ＡＭＰＫ和ＬＣ３Ｂ蛋白相
对表达水平均显著升高（Ｐ＜００１）；中、高剂量组与低
剂量组相比，ｐ－ＡＭＰＫ和ＬＣ３Ｂ蛋白相对表达水平均
显著升高（Ｐ＜０００１）。ｐ－ｍＴＯＲ和 Ｐ６２的免疫荧光
染色结果显示：低、中、高剂量组与对照组相比，

ｐ－ｍＴＯＲ和Ｐ６２的蛋白相对表达水平均显著降低（均
Ｐ＜００１）；高剂量组与低剂量组相比，ｐ－ｍＴＯＲ和Ｐ６２
的蛋白相对表达水平均显著降低（均Ｐ＜００１），见表３。

表１　各组ＢＭＳＣｓ细胞的增殖活性的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＢＭＳＣｓｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｃｏｍｃｏｎｔｒａｔｉｏｎ（μｍｏｌ·Ｌ－１） ｎ １ｄ ３ｄ ５ｄ ７ｄ

１０００ ９ ０８３±００７ ０９２±００７＃ ０９２±００９＃ １０３±００７
１００ ９ １１１±００６＃ １２７±００７＃ １３１±００７＃ １５０±００３＃

０１０ ９ １０４±００８＃ １２４±００４＃ １３１±００６＃ １３８±００８＃

００１ ９ １０１±００８＃ １１６±００４＃ １２９±００４＃ １２４±０１２
０ ９ ０９０±００６ １０２±００５ １０３±００８ １１４±００８

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５

图 ２　用成骨染色法检测β－蜕皮甾酮干预后细胞的成骨分化能力（×１００）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓａｆｔｅｒβ－ｅｃｄｙｓｓｔｅｒｏｎｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（×１００）
Ａ：ＡＬＰｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：ＡＲＳｓｔａｉｎｉｎｇ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；２－４：Ｌｏｗ－ｄｏｓｅ，ｍｉｄｄｌｅ－ｄｏｓｅ，ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓ，００１，０１０ａｎｄ１００μｍｏｌ·Ｌ－１

β－ｅｃｄｙｓｓｔｅｒｏｎｅ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２６）

表２　β－蜕皮甾酮干预后各组细胞成骨标志基因的相对表达水平（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｍａｒｋｅｒｇｅｎｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｆｔｅｒβ－ｅｃｄｙｓｓｔｅｒｏｎｅｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＡＬＰ ＳＰ７ Ｒｕｎｘ２

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９ １０１±０１４ １０３±０２５ １００±００７

Ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ９ １２２±００５＃ １１０±０１７ １４５±００７＃＃

Ｍｉｄｄｌｅ－ｄｏｓｅ ９ １２８±００５＃ １４１±０１６＃ ２１１±０３２＃＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ ９ １５９±０２０＃＃ １９４±００４＃＃ ４６７±１４５＃＃

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ２；ＡＬＰ：Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；ＳＰ７：Ｓｐ７ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ；Ｒｕｎｘ２：Ｒｕｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５，Ｐ＜００１

表３　各组ＢＭＳＣｓ免疫荧光结果的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢＭＳＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＬＣ３Ｂ ｐ６２ ｐ－ｍＴＯＲ ｐ－ＡＭＰＫ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ９ ００７±００１ １７２±００２ ０６６±００１ ００７±００１

Ｌｏｗ－ｄｏｓｅ ９ ０２０±００１＃＃ １６７±００２＃＃ ０４０±００１＃＃ ０１１±００１＃＃

Ｍｉｄｄｌｅ－ｄｏｓｅ ９ ０８７±００５＃＃ ０９４±００１＃＃ ０４２±００１＃＃ ００６±００１＃＃

Ｈｉｇｈ－ｄｏｓｅ ９ １２７±００４＃＃ ００４±００１＃＃ ００４±００１＃＃ ０１８±００１＃＃

Ｄｏｓｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ２；ＬＣ３Ｂ：Ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３ｂｅｔａ；ｐ６２：Ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１；ｐ－ｍＴＯＲ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆ

ｒａｐａｍｙｃｉｎ；ｐ－ＡＭＰＫ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄａｄｅｎｏｓｉｎｅ５′－ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅｋｉｎａｓｅ－ａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｌｏｗ－ｄｏｓｅｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１

讨　　论

ＯＰ是一种常见的慢性代谢性骨病［６］。随着人口

老龄化的加重，ＯＰ患病率快速攀升，医疗保健成本大
大增加，已成为重要的公共卫生问题。然而，目前 ＯＰ
的发病机制尚不明确，仍缺乏有效药物缓解骨质疏松

带来的骨生成减少、骨质流失等问题。ＢＭＳＣｓ是一种
具备多向分化潜能的成体干细胞群［７］。在骨髓微环

境中，ＢＭＳＣｓ向成骨细胞的分化是骨生成的关键步
骤，其成骨分化可以影响骨髓脂肪生成，维持骨脂分

化的平衡，也可以直接影响成骨能力，从而增强骨的

稳定性。近年来，研究表明，药物缓解ＯＰ的发生可能
与其增强ＢＭＳＣｓ成骨能力密切相关［８］。

植物中提取的 β－蜕皮甾酮是中药牛膝的重要
活性成分，多项研究证明其对ＯＰ疗效显著，如汤样华
等［９］研究发现，β－蜕皮甾酮可以抑制大鼠 ＯＰ模型
的骨丢失，改善骨代谢。进一步研究表明，β－蜕皮甾
酮能增加糖皮质激素干预后成骨细胞中的成骨基因

表达水平，促进成骨细胞的分化与活性［１０］。已有的

研究表明，β－蜕皮甾酮可以促进 ＢＭＳＣｓ的增殖、分
化和自噬［３］。因此，本研究用不同浓度的 β－蜕皮甾
酮干预ＢＭＳＣｓ细胞，分析 β－蜕皮甾酮对 ＢＭＳＣｓ细
胞增殖、成骨分化以及自噬的影响，并研究其具体机

制。本研究结果表明，００１～１０００μｍｏｌ·Ｌ－１剂量的
β－蜕皮甾酮均能够提高 ＢＭＳＣｓ的增殖活性，且浓度

为００１、０１０和１００μｍｏｌ·Ｌ－１时对细胞活性的促
进作用较好。ＢＭＳＣｓ的成骨能力降低是ＯＰ骨质流失
的重要原因之一。本研究结果表明，低、中、高剂量的

β－蜕皮甾酮可以显著提高 ＢＭＳＣｓ细胞的 ＡＬＰ和
ＡＲＳ染色的阳性率，且β－蜕皮甾酮对ＡＬＰ染色的阳
性率的促进作用呈一定的剂量依赖性。用不同剂量

的β－蜕皮甾酮干预 ＢＭＳＣｓ能够显著提高细胞中的
成骨标志性基因的表达，各剂量组的 β－蜕皮甾酮干
预均能够显著提高 ＡＬＰｍＲＮＡ相对表达水平，中、高
剂量组的β－蜕皮甾酮干预可以显著提高成骨标志
基因Ｒｕｎｘ２、ＳＰ７ｍＲＮＡ表达。

自噬是细胞内高度保守的分解代谢过程，能够保

护并促进细胞发挥正常功能［１１］。已有的研究发现，

自噬异常会破坏骨重塑，导致 ＯＰ的发生［１２］。调控自

噬还能够促进ＢＭＳＣｓ的增殖和成骨分化［１３］。ＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲ信号通路是调控自噬的关键通路之一，激活
ＡＭＰＫ可以抑制 ｍＴＯＲ磷酸化触发自噬，促进 ＯＰ小
鼠骨形成［１４］。ＬＣ３是调节自噬的标志性蛋白与自噬
的水平正相关，ｐ６２也是自噬的关键蛋白，与自噬的水
平呈负相关［１５］。本研究发现，β－蜕皮甾酮各剂量组
显著增加了 ＬＣ３Ｂ的表达，降低了 ｐ６２的表达，表明
β－蜕皮甾酮能够增强 ＢＭＳＣｓ细胞中的自噬水平。
此外，β－蜕皮甾酮处理降低了 ｍＴＯＲ蛋白磷酸化水
平，增加了ＡＭＰＫ蛋白磷酸化水平，且高剂量组β－蜕
皮甾酮对 ＡＭＰＫ／ｍＴＯＲ通路关键蛋白的干预作用较
低剂量组更显著。
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本研究提示：β－蜕皮甾酮能够通过调节 ＡＭＰＫ／
ｍＴＯＲ信号通路来提高骨髓间充质干细胞中的自噬水
平促进其成骨分化，β－蜕皮甾酮有可能作为缓解 ＯＰ
骨生成减少、骨微结构破坏的潜在药物，但仍需进一

步研究对其治疗作用及机制加以证明。
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·科学文摘·

低剂量螺内酯治疗中度慢性肾病的临床研究
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慢性肾病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）与进展为终末期肾病和血管事件的显著风险相关。非甾体类矿物皮
质激素受体拮抗药（ｍｉｎｅｒａｌｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔ，ＭＲＡ）非奈利酮为患有ＣＫＤ和糖尿病的人群提供了心肾
保护，但关于甾体类ＭＲＡ螺内酯是否提供相同的保护仍存在不确定性。

在该项前瞻性、随机、开放、盲法终点试验中，研究者评估了螺内酯 ２５ｍｇ与常规治疗或仅常规治疗相结合
对降低老年社区队列中３ｂ期ＣＫＤ患者心血管结局的有效性（平均年龄＝７４８岁，标准差＝８１）。该研究从英
国的初级医疗中招募了１４３４例胸腺法新成年人，其中１３７２例胸腺法新（９６％）参与了主要分析。主要结局是从
随机分组到首次发生死亡、心脏病住院、卒中、心力衰竭、短暂性脑缺血发作或外周动脉疾病，或首次发生任何基线

时未出现的疾病的时间。在３年的随访中，随机分配到螺内酯组的６７７例胸腺法新参与者中有１１３例胸腺法新
（１６７％）发生了主要结局，而随机分配到常规治疗组的６９５例胸腺法新参与者中有１１１例（１６０％），２组之间无显
著性差异（风险比＝１０５，９５％置信区间：０８１～１３７）。约三分之二随机分配到螺内酯组的参与者在６个月内停止
了治疗，主要是因为符合预设的安全停药标准。停止使用螺内酯的最常见原因是估计的肾小管滤过率下降，符合预

设的停药标准（ｎ＝２３９，３５４％），其次是因治疗药物不良反应（ｎ＝１２８，１８９％）和高钾血症（ｎ＝５４，８０％）而撤药。
该研究提示，螺内酯由于安全问题经常被停用，且没有证据表明其能减少３ｂ期 ＣＫＤ患者的心血管结局。

因此，除非有其他明确的治疗指征，否则不应将螺内酯用于３ｂ期ＣＫＤ患者。


