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• 基础研究 •

柚皮苷对共培养体系中成骨细胞活性
及破骨细胞分化的影响
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【摘要】　目的　研究在成骨细胞 - 破骨细胞共培养体系中，柚皮苷对成骨细胞活性和破骨细

胞分化的影响。方法　将成骨细胞（MC3T3-E1 细胞株）和破骨细胞（RAW264.7 细胞株）以 2 ∶ 1 的

比例分别培养至Transwell小室的上室和下室。根据培养基是否含有柚皮苷分为对照组和柚皮苷（2 
ng/ml 组、20 ng/ml 组、200 ng/ml 组），培养 7 d 后对下室破骨细胞进行 TRAP 染色和骨吸收陷窝鉴

定；荧光定量 PCR 分析成骨细胞骨保护素（osteoprotegerin，OPG）、核因子 κB 受体活化因子配体

（receptor activator for nuclear factor-κB ligand，RANKL）基因和破骨细胞分化基因活化 T 细胞核因子 -1
（NFATc-1）、活化 T 细胞核因子 -2（NFATc-2）和核因子 κB 受体激活蛋白（receptor activator of NF-
κB，RANK）的相对表达量。结果　与对照组相比，柚皮苷可以促进成骨细胞 OPG、RANKL 的表

达量且可提高 OPG/RANKL 的比值，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；20 ng/ml 柚皮苷 TRAP（+）

细胞数（5.82±3.37）明显少于对照组（20.56±7.69），差异有统计学意义（P ＜ 0.05）；柚皮苷可

抑制破骨细胞 NFATc-1、NFATc-2 的表达，促进 RANK 的表达，差异有统计学意义（P ＜ 0.05）。结论

柚皮苷可促进共培养条件体系中成骨细胞 OPG 和 RANKL 的表达以及抑制破骨细胞的分化，与上调

OPG/RANKL 的比值有关。

【关键词】　柚皮苷；　共同培养技术；　成骨细胞；　破骨细胞
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【Abstract】　Objective　To explore the effect of naringin on the osteoblast activity and 
differentiation of osteoclast in a co-culture system. Methods　Osteoblasts (MC3T3-E1 cell line) and 
osteoclasts (RAW264.7 cell line) were separately cultured in the upper chamber and lower chamber 
of Transwell with proportion of 2:1, and divided into control group and naringin group according to 
whether the culture medium containing naringin. Three different doses of naringin (2 ng/ml, 20 ng/
ml, 200 ng/ml) were applied in naringin group. After 7 days of culturing, the osteoclasts were processed 
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for TRAP staining and bone resorption lacunae identification. Fluorescent quantitative PCR were used to 
semiquantitative analysize the relative expression level of OPG, RANKL, NFATc-1, NFATc-2 and RANK 

(receptor activator of NF-κB). Results　Compared to the control group, Naringin can promote the 

expression of OPG and RANKL and increase the ratio of OPG/RANKL in osteoblasts, with significant 
differences (P<0.05). The number of TRAP(+) cells in Naringin group (20 ng/ml) (5.82±3.37) was less 
than that of control group (20.56±7.69), and the difference was statistically significant (P<0.05). Naringin 
can inhibit the expression of NFATc-1 and NFATc-2 in osteoclasts, while promoting the expression of 
RANK, and the difference is statistically significant (P<0.05). Conclusion　Naringin can promote the 
expression OPG and RANKL of osteoblasts and inhibiting osteoclast differentiation in co-culture system, 
which may be related to the increasement of OPG/RANKL ratio. 

【Key words】　Naringin; 　Coculture techniques; 　Osteoblasts; 　Osteoclasts　

骨质疏松症（osteoporosis，OP）是临床常见

病和多发病，它是以骨量减少并伴随骨的微结构破

坏的代谢性疾病。这种全身代谢性骨病主要是成骨

细胞和破骨细胞的比例失衡所致，当成骨细胞的成

骨作用减弱或破骨细胞的破骨活性增强时，便发生

骨质疏松 [1]。柚皮苷属于二氢黄酮甙类，是骨碎补

的主要活性成分之一。柚皮苷药理作用广泛，具有

抗敏、脱敏、活血解痉、改善局部微循环、抑制神

经元凋亡等类植物雌激素作用 [2-3]。目前，许多研

究证实柚皮苷具有促进成骨细胞的分化、增殖，显

著提高去势大鼠的骨密度和促进骨缺损后骨形成的

作用 [4-6]。本课题组前期研究证实柚皮苷不仅可促

进间充质干细胞向成骨细胞分化，还可抑制破骨细

胞的分化、促进破骨细胞的凋亡 [7-9]。由于成骨细

胞与破骨细胞在体内的关系十分微妙，单纯研究柚

皮苷对成骨细胞或破骨细胞的作用与体内实际的骨

微环境差别较大。因此，本研究建立了成骨细胞 -
破骨细胞共培养体系，以便较好模拟体内成骨细胞

与破骨细胞的相互作用环境，进一步研究柚皮苷在

共培养条件下对成骨细胞以及破骨细胞的影响。

材料与方法

一、材料

小鼠单核细胞 RAW 264.7 细胞株（北京协

和医学院基础医学细胞中心）；小鼠成骨细胞株

MC3T3-E1（中国协和医科大学基础医学研究所）；

骨磨片（自制）；柚皮苷（质量分数 98%，Sigma
公司，美国）；小鼠重组可溶性核因子 κB 受体

活因子配体（sRANKL，Peprotech 公司，美国）；

抗酒石酸酸性磷酸酶染色试剂盒（Sigma 公司，美

国）；高糖 DMEM 培养基、10% 胎牛血清（FBS）、

胰蛋白酶、乙二胺四乙酸二钠（EDTA）（Sigma
公司，美国）；磷酸盐缓冲液（PBS），D-Hank's
液（自制）；Transwell小室（北京康宁公司，中国）；

碱性磷酸酶染色试剂盒（南京建成公司，中国）。

二、仪器

细胞培养皿（Corning 公司，美国）；倒置显微

镜（Leica公司，德国）；CX-21显微镜（Olympus公司，

日本）；CO2 培养箱（Heraeus 公司，德国）；定量

PCR仪（Roche，Diagnostic，瑞士）；正置显微镜（Nicon
公司，日本）；硬组织切片机（EXAKT，德国）；

透射电镜（国家纳米技术与工程研究院，中国）。

三、方法

（一）骨磨片的制备及骨吸收陷窝进行破骨细

胞鉴定

用切骨机将新鲜牛股骨沿长轴方向切开，去除

骨皮质和骨髓，切成大约 100 μm 厚的 4 cm×4 cm
骨片，75% 乙醇中浸泡过夜，第 2 天取出后用无

菌蒸馏水和超纯水各洗 3 遍，装在培养基内封口膜

封闭并储存于 4℃冰箱中备用。共培养 7 d 后，用

胰蛋白酶消化骨磨片细胞，清水超声清洗 3 遍，梯

度酒精脱水抽真空干燥后于喷金镜下观察。

（二）药物处理

将柚皮苷粉末于 DMSO 中溶解后用 10% 高糖

DMEM 配成 200 ng/ml 母液，而后稀释成 20 ng/ml
和 2 ng/ml 浓度。对照组采用含有相同浓度 DMSO
而不含柚皮苷的培养基培养。

（三）共培养体系的建立

成骨细胞与破骨细胞按照 2 ︰ 1 比例接种于 6
孔板中，成骨细胞的种植密度为 2×104 / ml，破骨

细胞为 1×104/ ml，此时加入 100 μg/L 的 sRANKL
诱导剂混匀诱导为破骨细胞，将 Transwell 上室放
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于 6 孔板上，下室内培养液含量为 2 ml 培养基，

上室内培养液含量为 1 ml 培养基。

（四）TRAP 阳性细胞计数

对照组为不含有柚皮苷的培养基组，按照上述

诱导方法，柚皮苷组采用不同浓度柚皮苷进行诱导，

7 d 后取出玻片，进行 TRAP 染色，具体方法参照

说明书进行操作。计数标准：4 组分别在 100 倍视

野下随机选取 10 个视野进行计数，取平均值；细

胞呈现玫瑰红色或粉红色，细胞核≥ 3 个，上述实

验重复 3 次。

（五）成骨细胞骨保护素（osteoprotegerin，
OPG）、核因子 κB 受体活化因子配体（receptor 
activator for nuclear factor-κB ligand，RANKL）
基因和破骨细胞分化基因活化 T 细胞核因子 -1
（NFATc-1）、活化 T 细胞核因子 -2（NFATc-2）、

核因子 κB 受体激活蛋白（receptor activator of NF-
κB，RANK）表达量

共培养 7 d 后取出细胞，PBS 清洗后用胰

酶消化并收集各组细胞加入 Trizol(Invitrogen, 
美 国 ) 裂 解 细 胞， 使 用 ReverTra Ace qPCR
逆 转 录 试 剂 盒 (Toyobo Co. Ltd., 日 本 ) 将 其

逆 转 录 为 cDNA 后， 跑 琼 脂 糖 普 通 PCR。

检 测 目 标 分 子 引 物 如 下：β-actin， 上

游 5 ′-AGATCCTGACCGAGCGTGGC-3 ′，下 游

5′-CCAGGGAGGAAGAGGATGCG-3′；RANKL，
上游5′-TTGCAGGACTCGACTCTGGAGA-3′，下游

5′-CTGGCAGCATTGATGGTGAGGT-3′；OPG，
上游5′ -TCCTGGTGCTCCTGGACATCAT-3′，

下游 5′-TCAGGGCAAGGGACACACAATG-3′。

β-actin 作为内参，根据公式 2−ΔΔCt 进行半定

量 计 算。 使 用 SYBR® Green Realtime PCR 

Master Mix（Toyobo Co.Ltd.， 日 本 ） 进 行

QRT-PCR。

四、统计学处理

采用 SPSS 20.0（SPSS 公司，美国）统计软

件包进行统计学分析，TRAP 计数以及 OPG、

RANKL、RANK、NFATc-1 和 NFATc-2 的相对表

达量采用 x±s 表示，各组间比较采用完全随机设计

的方差分析，两两比较用 Dunnet-t 检验，检验水准

α 值取双侧 0.05。
结　　果

一、成骨细胞与破骨细胞鉴定

ALP 染色发现成骨细胞染色后呈棕红色阳性

结构，对 Transwell 下室破骨进行 TRAP 染色后发

现有酒红色的结构，中间为多个核的破骨细胞，骨

吸收陷窝鉴定发现诱导的破骨细胞具有在骨磨片上

形成典型的骨吸收陷窝，说明诱导的破骨细胞具

有骨吸收活性，见图 1 ～ 3。图 1 为成骨细胞 ALP
染色后形成棕红样结构，图 2 为 TRAP 染色后形

成的酒红色样结构，图 3 为骨磨片上形成的骨吸收

陷窝。

二、柚皮苷对 TRAP 的影响

共培养 7 d 后，各柚皮苷组形成 TRAP（+）细胞

数均少于对照组，随机分析 10个视野的TRAP（+）细

胞数，对照组为（20.56±7.69）个，2 ng/ml 柚皮苷组

为（11.00±2.91）个，20 ng/ml柚皮苷组为（5.82±3.37）
个，200 ng/ml 柚皮苷组为（8.33±5.54）个，差异有统

计学意义（F=48.697，P ＜ 0.001），见图 4 ～ 7。
三、 柚 皮 苷 对 成 骨 细 胞 OPG、RANK、

RANKL 基因表达的影响

共培养 7 d 后，20 ng/ml 柚皮苷可以提高成

图 1　成骨细胞 ALP 染色后形成棕红样结构　图 2　成骨细胞 TRAP 染色后形成的酒红色样结构　图 3　骨磨

片上形成的骨吸收陷窝

2 311
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图 4　0 ng/mL 柚皮苷组 TRAP 染色

结果　图 5，6，7　2 ng/mL、20 ng/

mL、200 ng/mL 柚皮苷组 TRAP 染

色结果　图 8　不同浓度柚皮苷组

TRAP 染色统计分析结果，与对照组

相比 *P ＜ 0.05

骨细胞 OPG、RANKL 的表达量，对照组和

20 ng/ml 柚皮苷组 OPG 表达量为（1.02±0.21）和

（3.25±0.37），差异有统计学意义（t=-11.721，
P ＜ 0.001）；对照组和 20 ng/ml 柚皮苷组 RANKL
表达量为（1.02±0.21）和（2.04±0.49），差异有

统计学意义（t=-4.278，P=0.003）。对照组和 20 
ng/ml 柚皮苷组 RANK 表达量为（1.02±0.21）和

（2.55±0.47），差异有统计学意义（t=-6.646，
P ＜ 0.001）。见图 8。

四、柚皮苷对破骨细胞 NFATc-1、NFATc-2、
OPG/RANKL 的影响

对照组和 20 ng/ml 柚皮苷组 NFATc-1 表达量

为（1.02±0.21）和（0.54±0.19），差异有 统 计

学 意 义（ t= 3 . 7 9 0，P= 0 . 0 0 5）。 对 照 组 和

20 ng/ml柚皮苷组NFATc-2表达量为（1.02±0.21）
和（0.34±0.24），差异有统计学意义（t=4.767，
P=0.001）。柚皮苷可以提高 OPG/RANKL 的比值，

差异有统计学意义（P ＜ 0.05），以 20 ng/ml 柚皮

苷效果最为明显，见图 9。

讨    论

OP 由于骨量减少或 / 和骨组织微结构破坏极

易发生骨折，而且 OP 骨折患者的愈合时间明显延

长，这使得患者致残率、死亡率较普通骨折明显升

高 [10-11]。骨重建的失衡在 OP 发生过程中发挥了重

要的作用，而骨重建过程主要由骨细胞、成骨细胞

和破骨细胞介导 [12]。去势及废用性骨质疏松均由

成骨细胞和破骨细胞功能失调引起，成骨细胞是骨

发生和骨形成的物质基础，主要担当骨基质的合成、

分泌以及矿化，在骨不断的更新活动中是最重要的

功能细胞，破骨细胞直接参与骨吸收，是骨吸收的

主要功能细胞。而单独培养的成骨细胞或破骨细胞，

与共培养条件相比，两种细胞在功能上表达明显不

同，共培养条件下成骨细胞和破骨细胞表现为相互

促进的作用 [13]。

柚皮苷单体是从中药骨碎补中提取的有效成

分，有研究表明柚皮苷可以抑制破骨细胞分化和成

骨细胞增殖 [8-9，14-15]。从动物水平，柚皮苷可以有

效改善切除卵巢引起的骨质疏松大鼠的骨量和增

加视黄酸诱导的大鼠骨质疏松模型骨密度 [9，16]。

现代的研究已经证实骨保护素（osteoprotegerin，
OPG）、核因子 κB 受体活化因子配体（receptor 
activator for nuclear factor-κB ligand，RANKL）
均通过旁分泌调节破骨细胞分化，本实验发现共

培养条件下柚皮苷可以促进成骨细胞骨保护素和

RANKL 的表达量，提高 OPG/RANKL 的比值。

OPG/RANKL/RANK系统调控成骨细胞与破骨细胞

之间的平衡，成骨细胞与骨髓基质细胞表达 OPG
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与 RANKL，破骨细胞表面表达 RANK，RANKL
与受体 RANK 结合后通过与肿瘤坏死因子受体相

关蛋白 TRAF6 结合促进 NF-κB 进入细胞核，进而

增加 c-fos 以及 NFATc-1 的表达促进破骨细胞特异

性基因启动 [17-18]，NFATc-2 同样作用于 NFATc-1 的

启动子启动破骨细胞特异性基因。而 OPG 分子作

为一种诱饵受体，通过与 RANKL 结合，或者结合

其他 TNF 配体家族成员，如 TNF 相关凋亡诱导配

体（TRAIL），阻断 RANKL 与 RANK 结合，从

而阻止破骨细胞的形成和成熟过程 [19-20]。故柚皮

苷可以通过 OPG/RANKL、RANK 系统发挥对破

骨细胞的调节作用。Hofbauer 等 [21] 发现柚皮苷与

1α，25（OH）2VD3 诱导成骨细胞分泌 OPG 具有

协同作用，这进一步证实了柚皮苷可以调节 OPG/
RANKL/RANK 通路。另外本研究发现 20 ng/mL
柚皮苷剂量效果最佳，Wang 等 [22] 通过 UMR-106
成骨样细胞株发现柚皮苷可能通过 Akt 和 AMPK
信号通路促进骨形成。柚皮苷可以抑制破骨细胞骨

吸收水平，表现为 TRAP 细胞形成数量减少，同时

柚皮苷可以抑制破骨细胞分化的重要促进基因人活

化 T- 细胞核因子 1（NFATc-1）和人活化 T- 细胞核

因子 2（NFATc-2）的表达。同时破骨细胞分化还有

另外一条重要的通路，是RANKL激活 Jnk信号通路，

同样使 C-fos 和 C-Jun 结合启动 NFATc-1 启动子 [23]。

本研究采用 100 μg/L 的 RANKL 诱导剂可以成

功诱导出有骨吸收活性的 OC，和以前使用 M-CSF

图 9　共培养 7 d 后成骨细胞和破骨细胞 OPG、RANKL、RANK、NFATc-1、NFATc-2 以及 OPG/RANKL 比值定量

PCR 结果，C、L、M、H 分别为（0 ng/mL 、2 ng/mL、20 ng/mL、200 ng/mL） 柚皮苷，与对照组比较 *P<0.05
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因子相比，减少了经济成本。另外从共培养体系下

研究柚皮苷对成骨细胞和破骨细胞活性的影响，进

一步阐释柚皮苷的作用机理，为柚皮苷的临床应用

提供基础依据。

本研究存在以下不足：（1）仅从基因转录水

平进行研究，而未从蛋白水平对柚皮苷的作用机制

进一步深入研究；（2）未加入抗体中和剂观察柚皮

苷是否通过 RANK 受体对破骨细胞分化进行调节；

（3）柚皮苷对成骨细胞和破骨细胞作用机制是否

激活其他通路。以上这些将是下一步研究的重点。
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