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探明不同浓度淫羊藿对大鼠脂肪干细胞成骨分化的影响
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　　摘要：目的 探明淫羊藿醇提物对大鼠脂肪干细胞 （ａｄｉｐｏｓｅ－ｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＡＤＳＣｓ）成骨分化的影响。方法 取５
只健康未生育ＳＰＦ级ＳＤ雌性大鼠进行分离、培养脂肪干细胞，获得第３代ＡＤＳＣｓ用茜素红和油红 Ｏ染色，用１、１０、５０
和１００μｍｏｌ／Ｌ淫羊藿醇提物培养，评价其成骨和成脂分化能力。将第 ３代 ＡＤＳＣｓ分为空白组、白藜芦醇组（１００
μｍｏｌ／Ｌ）、淫羊藿醇提物Ⅰ ～Ⅳ组（１、１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ），培养 ７ｄ后对脂肪干细胞 ＬＩＭ结构域蛋白 Ａｊｕｂａ（ＬＩＭ
ｄｏｍａｉｎ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎａｊｕｂａ，Ａｊｕｂａ）、Ｒｕｎｔ相关转录因子 ２（Ｒｕｎｘ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，Ｒｕｎｘ２）、碱性磷酸酶
（Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）表达水平进行ｑＲＴ－ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ－ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测。结果 白藜芦醇组和不同浓度（１、１０、５０、
１００μｍｏｌ／Ｌ）淫羊藿醇提物组均能促进Ｒｕｎｘ２基因和蛋白、ＡＬＰ的基因表达水平（Ｐ＜００１）；且与白藜芦醇组比较，１００
μｍｏｌ／Ｌ淫羊藿醇提物组显示出更强的促进作用（Ｐ＜００１）。在ＡＬＰ蛋白的表达水平方面，白藜芦醇组的促进作用优于
淫羊藿Ｉ～ＩＶ组（Ｐ＜００１）。白藜芦醇组和不同浓度（１、１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）淫羊藿醇提物组均会抑制 Ａｊｕｂａ基因表达
（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５），其中白藜芦醇组在相同浓度下表现出较强的基因抑制作用。结论 淫羊藿醇提物与白藜芦醇均能

促进脂肪干细胞成骨分化，但淫羊藿醇提物的促进作用更明显，效果更显著，两者均能抑制成脂分化，而在短期内白藜芦

醇抑制成脂分化更优。随着干预的时间延长，随后的趋势有待进一步研究。
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　　骨质疏松症（ｏｓｔｅｏｐｏｒｏｓｉｓ，ＯＰ）是一种以全身骨量丢失、骨
密度下降及骨微结构破坏为病理特点，且极易引起骨质脆性增

加、骨折风险加大的慢性代谢性骨病。ＯＰ在中医理论中归属
于“骨痿”范畴，中医理论认为“肾主身之骨髓……肾气热，则

腰脊不举，骨枯而髓消，发为骨痿”，其核心病机在于肾虚。研

究表明，我国低骨量人群大，骨质疏松症已经成为我国中老年

人普遍存在的健康问题［１］。

脂肪干细胞具有多向分化潜能，可以分化成为成骨细胞、

成脂肪细胞、成软骨细胞等。与其他干细胞相比，具有损伤小、

获得量大及异位骨化可能性小的独特优势［２］，使其在临床治

疗的应用中具有更大的潜力，可用于再生或修复骨组织，被认

为是治疗骨质疏松症理想的细胞来源。ＡＤＳＣｓ应用于骨组织
再生已成为近年来［３］的研究热点之一。

淫羊藿（ｅｐｉｍｅｄｉｕｍｂｒｅｖｉｃｏｒｎｕｍｍａｘｉｍ，ＥＥＢＭ）亦称“仙灵
脾”，归属于补益类药材，味甘、辛，性温，归肝、肾经，具有补肾

阳、强筋骨、祛风湿功效，对于肿瘤、心脑血管疾病、骨质疏松症

等病症具有较好的疗效［４］。相关研究表明，淫羊藿苷对骨质

疏松症小鼠给药治疗后，可以促进小鼠骨髓间充质干细胞成骨

分化的表达［５］；淫羊藿与脂肪干细胞复合材料具有明显刺激

骨修复的能力［６］。本课题前期研究证实，淫羊藿可以通过降

低过氧化物酶体增殖物激活受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ－ａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＰＡＲγ）的蛋白表达，来抑制大鼠骨髓间充质干
细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）成脂分化、
促进成骨分化［７］。本实验在前期研究基础上，通过体外研究

探明不同浓度淫羊藿醇提物对脂肪干细胞成骨分化的影响。

１　材料
１．１　动物及伦理审查

４周龄健康未生育 ＳＰＦ级 ＳＤ雌性大鼠 ５只，体质量
（２２０±１０）ｇ，由广州中医药大学动物实验中心提供，动物生产
许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２０１６－００４１，饲养于暨南大学ＳＰＦ级实验
动物房。由广州中医药大学实验动物伦理委员会审核通过，批

号：２０２１０３０１０３８。实验过程中对动物的处置均遵守国家对实
验动物伦理的要求。

１．２　药物
淫羊藿醇提物（中国食品药品检定研究院，批号：１１０７３７－

２０１５１６），白藜芦醇（中国食品药品检定研究院，批号：１１１５３５－
２０１７０３）。
１．３　试剂

Ⅰ型胶原酶（美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司，批号：ＳＣＲ１０３），
Ｔａｑ聚合酶（日本Ｔａｋａｒａ公司，批号：ＤＲ００１Ａ），ｍｉＳｃｒｉｐｔ逆转录
试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司，批号：２１８０６１），ＴＲＥ－Ｔｒｉｚｏｌ（美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批号：１５５９６－０２６），成骨分化试剂盒（美国

Ｇｉｂｃｏ公司，批号：Ａ１００７２－０１），成脂分化试剂盒（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司，批号：Ａ１００７０－０１），抗坏血酸（美国 Ｓｉｇｍａ公司，批号：
Ａ４４０３－１００ＭＧ），大鼠单克隆抗体 ＣＤ９０．１（Ｔｈｙ－１．１）ＦＩＴＣ（美
国 Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，批号：１１－０９００），ＰＢＳ缓冲液（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司，批号：ＳＨ３０２５６．０１Ｂ），大鼠单克隆抗体 ＣＤ３４ＰＥ（英国Ａｂ
ｃａｍ公司，批号：ａｂ１８７２８４），胎牛血清（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ公司，批号：
１２６６４－０２５），ＤＭＥＭ 培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，批号：
ＳＨ３００２２．０１Ｂ），胰蛋白酶（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，批号：ＳＨ３００４２．
０１），青霉素、链霉素（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，批号：ＳＶ３００１０）
１．４　主要实验仪器

Ｂｉｏ－ＲａｄＰｏｗｅｒＰＡＣ２００电泳仪（美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），
ＨＥＲＡｃｅｌｌ１５０ｉ细胞恒温培养箱（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），
ＣＦＸ９６荧光定量ＰＣＲ仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），ＣＫＸ４１倒置光
学显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ株式会社），Ａｌｐｈａ个人型凝胶成像系
统 ｒｅｄ（美国ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ公司），Ｃａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ
公司）。

２　实验方法
２．１　脂肪干细胞的分离与培养

从ＳＤ雌性大鼠腹股沟区的脂肪组织中分离出 ＡＤＳＣｓ。
经ＰＢＳ多次清洗后剪至１ｍｍ大小，置入离心管中，加入１倍
体积的０．０７５％Ⅰ型胶原酶于恒温下消化１ｈ，加入同体积基
础培养基（低糖ＤＭＥＭ培养基，１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉
素，１００Ｕ／ｍＬ链霉素，ｐＨ７．２）中和消化液并稀释细胞，用吸管
反复吹打混匀，离心１０ｍｉｎ，弃去上清层后，加入基础培养液重
悬，接种于１０ｃｍ培养皿内，在标准条件下培养（饱和湿度、５％
ＣＯ２、３７℃）。原代培养２ｄ后首次换液，然后每３ｄ换液１次。
每天使用倒置显微镜对细胞的生长情况进行观察，培养待细胞

融合度至８０％左右时进行传代，取第３代细胞用于后续实验。
２．２　淫羊藿的提取与纯化

基于之前的实验研究［８］，取淫羊藿５０ｇ，磨粉至４０目以
上，加入１８倍７０％乙醇溶液，冷凝回流２次，每次提取６０ｍｉｎ。
合并提取液并放至室温，纱布过滤后抽滤，旋转蒸发仪浓缩，浓

缩液转移至冻干盘中，－２０℃过夜，－８０℃预冻２４ｈ，冷冻干
燥４８ｈ后得到淫羊藿醇提物冻干粉。
２．３　分组

既往研究表明，在成骨细胞表面分布有大量的雌激素受

体，雌激素与这些受体相结合，可调节成骨化过程，白藜芦醇被

发现含有植物雌激素活性，可以发挥类雌激素样作用，促进成

骨细胞增殖、分化，故将白藜芦醇作为阳性对照药物［９］。根据

课题组前期实验基础及淫羊藿给药经验［８，１０－１４］，设置淫羊藿

醇提物浓度梯度为１、１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ，将第３代脂肪干细胞
分为空白组、白藜芦醇组（取淫羊藿醇提物最大浓度 １００

３３
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μｍｏｌ／Ｌ）、淫羊藿Ⅰ～Ⅳ组（１、１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）。
２．４　脂肪干细胞成骨相关蛋白、基因检测

取第３代ＡＤＳＣｓ，以１×１０５个／孔的密度接种于６孔板。
空白组以单纯培养液培养，白藜芦醇组以含浓度为１００μｍｏｌ／
Ｌ白藜芦醇的培养液培养，淫羊藿Ⅰ～Ⅳ组分别以含浓度为１、
１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ淫羊藿醇提物的培养液培养；７ｄ后行相关
成骨蛋白、基因检测。

２．４．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、Ａｊｕｂａ蛋白表达　应用
ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，加入蛋
白上样缓冲液水浴煮沸，分装后 －８０℃冰箱储存备用。蛋白
样品进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分离后常规湿转法转移蛋白 至
ＰＶＤＦ膜上，在５％脱脂奶粉溶液中封闭后与一抗孵育过夜。
次日复温后ＴＢＳＴ洗膜、二抗孵育、ＴＢＳＴ再次洗涤后加入化学
发光液，凝胶电泳成像系统进行图像采集。

２．４．２　实时定量逆转录聚合酶链反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）　取第３
代细胞，按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取细胞总 ＲＮＡ，微量核酸分
析仪测定 ＲＮＡ浓度和纯度；ＤＥＰＣ水将 ＲＮＡ浓度稀释成
１μｇ／μＬ，取２μＬ行反转录合成ｃＤＮＡ；然后按试剂盒行 ＲＴ－
ＰＣＲ，反应条件：９５℃ ３０ｓ、５７℃ ４５ｓ、７２℃ ３０ｓ，４０个循环。
以ＧＡＰＤＨ作为内参，用２－ΔΔＣｔ法计算 ＡＬＰ、Ｒｕｎｘ２、Ａｊｕｂａ基因
的相对表达量。应用 Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５设计目的基因的上、下
游引物，见表１。

表１　引物序列

基因名称 引物序列（５＇－３＇） 产物长度／（ｂｐ）

ＡＬＰ 上游：ＧＴＡＧＣＡＣＣＣＣＴＴＣＴＴＣＣＧＴＣ ２３０
下游：ＧＧＧＴＴＣＡＣＴＣＡＴＧＧＡＧＧＧＴＧ

Ｒｕｎｘ２ 上游：ＣＧＣＣＴＣＡＣＡＡＡＣＡＡＣＣＡＣＡＧ ２５５
下游：ＴＣＡＣＴＧＣＡＣＴＧＡＡＧＡＧＧＣＴＧ

Ａｊｕｂａ 上游：ＴＴＧＧＡＧＡＡＧＴＴＧＧＧＴＣＧＧＴＧ ３４４
下游：ＡＧＣＡＧＡＣＧＡＣＴＧＧＣＴＴＴＣＴＣ

ＧＡＰＤＨ 上游：ＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴＡ ２４８
下游：ＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＣＧＴ

２．５　统计学方法
符合正态分布的数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。多组

比较先进行方差齐性检验，方差齐则采用单因素方差分析，提

示组间差异具有统计学意义进行多重比较，满足方差齐性的使

用ＬＳＤ分析，不满足方差齐性的采用ＴａｍｈａｎｅＴ２法。Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。所有数据分析均采用 ＳＰＳＳ２４．０软件
进行。

３　结果
３．１　大鼠脂肪干细胞形态、成骨、成脂分化

在进行体外实验之前，本研究完成了大鼠脂肪干细胞

（ＡＤＳＣｓ）的培养和鉴定。流式细胞术检测培养细胞的表面标
志物，ＣＤ９０高表达（９５％），ＣＤ３４低表达（９．２６％），与 ＡＤＳＣｓ
表面标志物的鉴定一致。茜素红和油红 Ｏ染色显示，该细胞
可分化为成骨和成脂谱系，证实了培养细胞的干细胞特性［１５］。

见表２。
３．２　各组脂肪干细胞 Ａｊｕｂａ、Ｒｕｎｘ２及ＡＬＰ表达比较

ＡｊｕｂａｍＲＮＡ：空白组和淫羊藿醇提物Ⅰ ～Ⅲ组的 Ａｊｕｂａ
基因表达差异无统计学意义（Ｐ＞００５），白藜芦醇组和淫羊藿

醇提物Ⅳ组显著低于空白组（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）。表明Ａｊｕｂａ
基因表达随着淫羊藿醇提物浓度的增加而降低，白藜芦醇组显

著低于相同浓度的淫羊藿醇提物组（Ｐ＜００５）。
Ｒｕｎｘ２ｍＲＮＡ：白藜芦醇组和淫羊藿醇提物Ⅰ ～Ⅳ组的

Ｒｕｎｘ２基因表达显著高于空白组（Ｐ＜００１）；Ｒｕｎｘ２基因表达
随着淫羊藿醇提物浓度的增加而增加，白藜芦醇组显著低于相

同浓度的淫羊藿醇提物组（Ｐ＜００１）。
ＡＬＰｍＲＮＡ：白藜芦醇组和淫羊藿醇提物Ⅰ ～Ⅳ组的 ＡＬＰ

基因表达显著高于空白组（Ｐ＜００１）；ＡＬＰ基因表达随淫羊藿
醇提物浓度的增加而增加，白藜芦醇组显著低于相同浓度的淫

羊藿醇提物组（Ｐ＜００１）。见图１。
表２　各组脂肪干细胞 Ａｊｕｂａ、Ｒｕｎｘ２及ＡＬＰ基因表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
浓度／
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ａｊｕｂａ Ｒｕｎｘ２ ＡＬＰ

空白组 ３ １．０００±０．０００　 １．０００±０．０００　　 １．０００±０．０００　　
白藜芦醇组 ３ １００ ０．５７２±０．１０９３．１８７±０．８９２ ３．１２２±０．２３１

淫羊藿Ⅰ组 ３ １ ０．９６１±０．２０１＃＃ ２．５１７±０．３９４ ２．１４４±０．０７８＃＃

淫羊藿Ⅱ组 ３ １０ ０．８４７±０．０７５＃＃ ２．８２８±０．２３１ ２．４４７±０．１２０＃＃

淫羊藿Ⅲ组 ３ ５０ ０．８１８±０．０７２＃ ３．６９０±０．３３１ ３．０７６±０．３９４

淫羊藿Ⅳ组 ３ １００ ０．７８５±０．０６８＃４．４７１±０．１６３＃＃４．３９２±０．２６３＃＃

Ｆ值 ６．１４６ ２１．８５６ ７７．８３１
Ｐ值 ＜０．００５ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与空白组比较，Ｐ＜００１；＃与白藜芦醇组比较，Ｐ＜

００５；＃＃与白藜芦醇组比较，Ｐ＜００１。

表３　各组脂肪干细胞成骨分化相关蛋白的表达比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ
浓度／
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ａｊｕｂａ Ｒｕｎｘ２ ＡＬＰ

空白组 ３ １．０００±０．０００　　　１．０００±０．０００　　 １．０００±０．０００　　
白藜芦醇组 ３ １００ ０．７２６±０．０３７ １．４２０±０．０２３ １．２２３±０．００１

淫羊藿Ⅰ组 ３ １ ０．７８７±０．０１０＃＃１．２０９±０．００６＃ ０．５５７±０．０４１＃＃

淫羊藿Ⅱ组 ３ １０ ０．９３０±０．００６＃＃１．２７７±０．０１３＃ ０．７１４±０．０５０＃＃

淫羊藿Ⅲ组 ３ ５０ ０．８３８±０．００７＃＃１．５１７±０．０２６ ０．６０８±０．０５９＃＃

淫羊藿Ⅳ组 ３ １００ ０．６２３±０．０１２＃＃１．６７０±０．０１７＃＃０．７１６±０．０５１＃＃

Ｆ值 ９３６．０６６ ６１０．０５３ １１６．６４２
Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：与空白组比较，Ｐ＜００５；与空白组比较，Ｐ＜００１；＃与白藜芦醇组比较，Ｐ＜

００５；＃＃与白藜芦醇组比较，Ｐ＜００１。

　　Ａｊｕｂａ蛋白：白藜芦醇组和淫羊藿醇提物Ⅰ ～Ⅳ组中 Ａｊｕ
ｂａ蛋白表达低于空白组（Ｐ＜００１），白藜芦醇组表达显著高于
相同浓度的淫羊藿醇提物组（Ｐ＜００１）。

Ｒｕｎｘ２蛋白：白藜芦醇组和淫羊藿醇提物Ⅰ ～Ⅳ组的
Ｒｕｎｘ２蛋白表达量显著高于空白组（Ｐ＜００１，Ｐ＜００５）；
Ｒｕｎｘ２蛋白的表达量随着淫羊藿醇提物浓度的增加而增加，白
藜芦醇组显著低于相同浓度的淫羊藿醇提物组（Ｐ＜００１）。

ＡＬＰ蛋白：与空白组比较，白藜芦醇组表达增加（Ｐ＜
００１），淫羊藿醇提物Ⅰ～Ⅳ组表达减少（Ｐ＜００１）；与白藜芦
醇组比较，淫羊藿醇提物Ⅰ ～Ⅳ组表达减少（Ｐ＜００１）。ＡＬＰ
蛋白的表达淫羊藿醇提物Ⅰ ～Ⅳ组明显低于空白组（Ｐ＜
００１），而白藜芦醇组的表达明显高于空白组（Ｐ＜００１），也
显著高于相同浓度的淫羊藿醇提物组（Ｐ＜００１）。见图２、
图３、表３。
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　　注：空白组：Ｃｏｎｔｒｏｌ；白藜芦醇组：Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；淫羊藿Ⅰ组：ＥＥＢＭⅠ；淫羊藿Ⅱ组：ＥＥＢＭⅡ；淫羊藿Ⅲ
组：ＥＥＢＭⅢ；淫羊藿Ⅳ组：ＥＥＢＭⅣ。

图１　Ａｊｕｂａ、Ｒｕｎｘ２及ＡＬＰｍＲＮＡ表达情况

　　注：空白组：Ｃｏｎｔｒｏｌ；白藜芦醇组：Ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ；淫羊藿Ⅰ组：ＥＥＢＭⅠ；淫羊藿Ⅱ组：ＥＥＢＭⅡ；淫羊藿Ⅲ
组：ＥＥＢＭⅢ；淫羊藿Ⅳ组：ＥＥＢＭⅣ。

图２　Ａｊｕｂａ、Ｒｕｎｘ２及ＡＬＰ蛋白表达情况

　　注：１．空白组；２．白藜芦醇组；３．淫羊藿Ⅰ组；４
淫羊藿Ⅱ组；５．淫羊藿Ⅲ组；６．淫羊藿Ⅳ组。
图３　各组ＡＤＳＣｓＡｊｕｂａ、Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ蛋白免疫印迹

４　讨论
随着老龄化的加剧，骨质疏松症已成为社会公共健康问

题，其最常见和最严重的并发症“脆性骨折”有着较强的致残

率和病死率，给患者健康带来巨大损失以及沉重的经济负

担［１６］。目前，用于治疗骨质疏松症的药物主要集中在抑制骨

吸收和促进骨形成方面。常用的药物包括双膦酸盐、钙补充

剂、雌激素及其受体调节剂、甲状旁腺激素和维生素 Ｄ等［１７］。

这些药物已被证明可以有效预防骨质疏松症的进一步发展，但

存在不良反应和药物依从性差等问题［１８］。如何有效防治骨质

疏松症一直是医学研究热点之一。而中药具有低毒不良反应、

多靶点效应、“食药同源性”等优点。现有研究发现中草药及

其活性成分对改善骨质疏松症疗效显著，其中淫羊藿的研究占

比较大［１９－２１］。现代药理学研究表明，淫羊藿发挥主要作用的

成分为黄酮类化合物，多采用水或醇提取方法制备。其中淫羊

藿苷含量较高，被认为是主要活性成分［２２］，能够促进 ＢＭＳＣｓ
向成骨细胞增殖和分化，并抑制其成脂分化，从而有效地防治

骨质疏松症［２３］。脂肪间充质干细胞较其他成体干细胞具有来

源丰富、取材方便、免疫原性较低等优势，是目前最受关注的修

复受损组织和器官的成体干细胞之一，具有较广临床应用前景

和研究空间［２４］。白藜芦醇天然存在于葡萄、蔓越莓和坚果中，

是一种多酚性植物雌激素，可以与雌激素受体结合，发挥雌激

素样作用，通过抑制 ＰＰＡＲγ表达、上调沉默信息调节因子 １
（ｓｉｒｔｕｉｎ１，Ｓｉｒｔ１）表达水平来作用于成骨分化，故选取白藜芦醇
作为研究的阳性对照药物［２５－２６］。本课题组在前期以淫羊藿干

预骨髓间充质干细胞成骨、成脂分化研究基础上，以白藜芦醇

作为阳性对照，观察不同浓度淫羊藿醇提物在体外对脂肪干细

胞成骨、成脂分化的作用。

成骨细胞来源于间充质干细胞，主要作用是诱导新骨形

成，一些重要的信号分子如 Ｒｕｎｘ２、Ｏｓｘ、β－ｃａｔｅｎｉｎ、ＡＰ－１等
调控着成骨细胞的转化［２７］。ＡＬＰ是广为熟知的骨形成标志
物，Ｒｕｎｘ２是成骨分化的特异转录因子，参与激活、启动成骨细
胞系分化和成熟。本实验研究结果显示，干预７ｄ后，白藜芦
醇组与各浓度（１、１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）淫羊藿醇提物组均可上
调Ｒｕｎｘ２基因、蛋白以及 ＡＬＰ基因表达水平；与白藜芦醇比
较，同浓度淫羊藿醇提物显示出更强的促进作用（Ｐ＜００１），
提示淫羊藿醇提物能够提高大鼠脂肪干细胞 Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ基因
表达且以１００μｍｏｌ／Ｌ效应最佳。Ａｊｕｂａ是脂肪细胞分化的重
要调节因子，它作为ＰＰＡＲγ的专性共激活剂能以配体独立的
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方式与ＰＰＡＲγ结合，激活其基因表达，进而促进细胞成脂分
化［２８］。本实验研究结果表明，干预７ｄ后，白藜芦醇组与各浓
度（１、１０、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）淫羊藿醇提物组均可下调 Ａｊｕｂａ基
因表达水平；与白藜芦醇比较，同浓度淫羊藿醇提物抑制作用

稍弱，提示淫羊藿醇提物能够通过下调大鼠脂肪干细胞 Ａｊｕｂａ
基因表达来减少 ＰＰＡＲγ的结合、激活，从而达到抑制 ＡＤＳＣｓ
成脂分化效果。白藜芦醇组在相同浓度下表现出较强的基因

抑制作用，１０μｍｏｌ／Ｌ和５０μｍｏｌ／Ｌ淫羊藿醇提物组的蛋白表
达均弱于１μｍｏｌ／Ｌ和１００μｍｏｌ／Ｌ组，这种调控是否与浓度水
平有关仍有待进一步观察。此外，淫羊藿醇提物和白藜芦醇均

能促进脂肪源性干细胞（ＡＤＳＣｓ）成骨分化，但淫羊藿醇提物具
有更显著、更好地促进效果。两者都能抑制成脂分化，但在短

期内，淫羊藿醇提物的抑制作用较白藜芦醇弱。随着干预时间

的延长，未来的发展趋势有待进一步研究。

综上所述，脂肪干细胞具有损伤小、获得量大及异位骨化

可能性小的独特优势，被认为是治疗骨质疏松症理想的细胞来

源，淫羊藿广泛用于骨病治疗，可以通过雌激素受体发挥雌激

素样作用，可作为骨质疏松症的替代疗法。本次研究通过体外

实验证明淫羊藿醇提物通过上调脂肪干细胞Ｒｕｎｘ２、ＡＬＰ基因
表达来促进ＡＤＳＣｓ成骨分化，通过下调Ａｊｕｂａ基因来抑制ＡＤ
ＳＣｓ成脂分化。
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